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A PRESENTE INVENCAO FORNECE ANTICORPOS MONOCLONAIS ISOLADOS,
PARTICULARMENTE ANTICORPOS HUMANOS, QUE SE LIGAM A IP-10 COM AFINIDADE ALTA,
INIBEM A LIGACAO DE IP-10 AO SEU RECEPTOR, INIBE O FLUXO DE CALCIO INDUZIDO POR IP-
10 E INIBE A MIGRAQAO CELULAR INDUZIDA POR IP-10. AS MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO
QUE CODIFICAM OS ANTICORPOS DA INVENCAO, VECTORES DE EXPRESSAO, CELULAS
HOSPEDEIRAS E METODOS PARA EXPRESSAR OS ANTICORPOS DA INVENCAO TAMBEM SAO
FORNECIDOS. IMUNOCONJUGADOS, MOLECULAS BIESPECIFICAS E COMPOSIQOES
FARMACEUTICAS QUE COMPREENDEM OS ANTICORPOS DA INVENQAO TAMBEM SAO
FORNECIDOS. A INVENCAO TAMBEM FORNECE METODOS PARA INIBIR A ACTIVIDADE DE IP-
10 UTILIZANDO OS ANTICORPOS DA INVENGAO, INCLUINDO METODOS PARA TRATAR VARIAS
DOENCAS INFLAMATORIAS E AUTOIMUNES.
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RESUMO
ANTICORPOS IP-10 E SUAS UTILIZAgéES

A presente invencao fornece anticorpos monoclonais
isolados, particularmente anticorpos humanos, que se ligam
a IP-10 com afinidade alta, inibem a ligacdo de IP-10 ao
seu receptor, inibe o fluxo de cédlcio induzido por IP-10 e
inibe a migragdo celular induzida por IP-10. As moléculas
de 4cido nucleico que codificam os anticorpos da invencéao,
vectores de expressdo, células hospedeiras e métodos para
expressar os anticorpos da invencdo também sdo fornecidos.
Imunoconjugados, moléculas biespecificas e composicdes
farmacéuticas gque compreendem os anticorpos da invengao
também sdo fornecidos. A invencdo também fornece métodos
para inibir a actividade de IP-10 utilizando os anticorpos
da invenc¢do, incluindo métodos para tratar varias doencgas

inflamatdérias e autoimunes.
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DESCRIGAO
ANTICORPOS IP-10 E SUAS UTILIZACOES

Antecedentes da Invencao

A proteina 10 induzivel pelo interferdo gama (IP-10)
(também conhecida como CXCL10) é uma quimiocina de 10 kDa
que foi originalmente identificada com base na expressao do
gene IP-10 em células tratadas com interferdo gama (IFN-
gama) (Luster, A. D. et al. (1985) Nature 315:672-676). A
IP-10 mostra homologia com as proteinas tendo actividade
quimiotética, tal como factor 4 de plagueta e
tromoboglobulina beta e as proteinas tendo actividade
mitogénica, tal como péptido III activador de tecido
conectivo (Luster, A. D. et al., (1987) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:2868- 2871). A 1IP-10 ¢é segregada por uma
variedade de células, incluindo células endoteliais,
mondécitos, fibroblastos e queratindécitos, em resposta ao
IFN- gama (Luster, A. D. e Ravetch, J. V. (1987) J. Exp.
Med. 166:1084-1097). A IP-10 também mostrou estar presente
em macrdfagos dérmicos e células endoteliais em respostas
de hipersensibilidade do tipo demorado (DTH) na pele humana
(Kaplan, G. et al., (1987) J. Exp. Med. 166:1098-1108).
Embora originalmente identificada com base na sua natureza
induzida pelo IFN-gama, a IP-10 também pode ser induzida
pelo IFN-alfa, por exemplo em células dendriticas (Padovan,
E. et al, (2002) J Leukoc. Biol. 71:669-676). A expressao
de IP-10 também pode ser induzida em células do sistema
nervoso central, tais como astrdécitos e microglia, por
estimulos tais como IFN-gama, virus e lipopolissacarideo
(Vanguri, R. e Farber, J. M. (1994) J. Immunol. 152:1411-
1418; Ren, L. Q. et al, (1998) Brain Res. Mol. Brain Res.
59:256- 263). A imunobiologia de IP-10 & revisada em
Neville, L. F et al, (1997) Cytokine Growth Factor Rev.
8:207-2109.
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O receptor para IP-10 foi identificado como CXCR3, um
receptor de transmembrana sete (Loetscher, M. et al.,
(1996) J. Exp. Med. 184:963-969). CXCR3 mostrou ser
expressado em linfécitos T activados mas nao em linfdcitos
T no repouso, nem em linfécitos B, mondécitos  ou
granuldécitos (Loetscher, M. et al., supra). A expressao de
CXCR3 mostrou ser supra regulada em células NK pelo
estimulo com TGF-beta 1 (Inngjerdingen, M. et al. (2001)
Blood 97:367-375). Dois outros ligandos para CXCR3 também
foram identificados: MIG (Loetscher, M. et al., supra) e
ITAC (Cole, K. E. et al. (1998) J. Exp. Med. 187:2009-
2021) .

A ligagdo de IP-10 ao CXCR3 mostrou mediar a
mobilizagdo e a gquimiotaxia de calcio em células T
activadas (Loetscher, M. et al., supra). A gquimiotaxia e
mobilizagdo de célcio intracelular também s&o induzidas
pela IP-10 qgue se liga a CXCR3 em células NK activadas
(Maghazachi, A. A. et al (1997) FASEB J. 11:765-774).
Dentro do timo, a IP-10 mostrou ser um quimioatraente para
células T TCRap' CD8", células T TCRyB e células tipo NK
(Romagnani, P. et al, (2001) Blood 97:601-607).

A IP-10 ou seu receptor CXCR3 foram identificados numa

variedade de condigdes inflamatdérias e autoimunes
diferentes, incluindo esclerose multipla (veja-se, por
exemplo, Sorensen, T. L. et al. (1999) R Clin. Invest.

103:807-815), artrite reumatoide (veja-se, por exemplo,
Patel, D. D. et al. (2001) Clin. Immunol. 98:39-45),
colite ulcerativa (veja-se, por exemplo, Uguccioni, M. et
al. (1999) Am. J. Pathol. 155:331-336), hepatite (veja-se,
por exemplo, Narumi, S. et al. (1997) J. Immunol. 158:5536-
5544), dano a medula espinhal (veja-se, por exemplo,
McTigue, D. M. et al. (1998) J. Neurosci. Res. 53:368-376;
Gonzalez et al 2003. Exp. Neurol. 184:456-463), 1lupo
eritematoso sistémico (veja-se, por exemplo, Narumi, S. et

al. (2000) Cytokine 12:1561-1565), rejeicao a transplante
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(veja-se, por exemplo, Zhang, Z. et al. (2002) J. Immunol.
168:3205-3212), sindrome de Sjogren (veja-se, por exemplo,
Ogawa, N. et al. (2002) Arthritis Rheum. 46:2730-2741).
Conseqlientemente, agentes terapéuticos que inibem a
actividade s&o desejaveis, em particular agentes qgue séo
adequados para a utilizacdo em seres humanos.

0 documento WO 02/15932 descreve métodos para o
tratamento de doencas desmielinizantes.

Liu, M. T. et al. (2001) J. Immunol. 167:4091-4097
divulga gue a neutralizacdo da guimiocina CXCL10 reduz a
invasdo de células inflamatdérias e a desmielinizacdo e
melhora a fungdo neuroldgica num modelo viral de esclerose
multipla.

Carr, D. J. et al. (2003) Arvo Annual Meeting Abstract
divulga que anticorpos neutralizantes para a guimiocina
CXCL10 reduzem a inflamacdo ocular e atrasam a propagagao
viral apds a infecdo da cdérnea por HSV-1.

Carr, D. J. et al. (2003) J. Virol. 77:10037-10046
divulga o efeito do anticorpo monoclonal anti-CXCL10 na
queratite e infegdo retiniana por herpes virus tipo 1.

0 documento WO 01/09187 divulga anticorpos monoclonais
humanos para Her2/Neu.

McKay Brown et al. (1996) J. Immunol. 156:3285-3291
divulga a tolerdncia a uma Unica, mas ndo multiplas,
substituig¢des de aminodcidos no anticorpo V-H CDR2.

Klein, R. S. et al. (2004) J. Immunol. 172:550-559
divulga a indugdo experimental de encefalomielite autoimune
independente de proteina 10 induzivel por IFN/ligando 10 de
quimiocina CXC.

Sumadrio da Invencdo

A presente 1invencado fornece anticorpos monoclonais
isolados ou porgdes de ligacdo ao antigénio dos mesmos, gue
se ligam especificamente a IP-10 humana e ndo reagem de
forma cruzada com com MIG humano ou ITAC humano.Além disso,

os anticorpos inibem a ligacdo de IP-10 ao seu receptor,
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CXCR3, inibem o fluxo de cé&lcio induzido pela IP-10 em
células gue expressam receptor e inibem a migracdo celular
induzida pela IP-10 (gquimiotaxia). Além disso ainda, os
anticorpos da invencdo mostraram ligar-se a IP-10 em
seccbdes do cérebro de um paciente humano diagnosticado com
esclerose multipla.

Em formas de realizacdo preferidas da invencado, a IP-
10 humana compreende um polipéptido gue tem uma sequéncia
de aminoé&cidos como apresentada na SEQ ID NO: 121 [N° de
Ac. do Genbank NP_0015561; 0 CXCR3 compreende um
polipéptido gque tem uma sequéncia de aminodcidos como
apresentada na SEQ ID NO: 122 [N° de Ac. do Genbank
NP_0014957; a IP-10 do macaco rhesus compreende um
polipéptido que tem uma sequéncia de aminodcidos como
apresentada na SEQ ID NO: 123 [N° de Ac. do Genbank
ARAK95955]; a IP-10 de ratinho compreende um polipéptido que
tem uma sequéncia de aminodcidos como apresentada na SEQ ID
NO: 124 [N° de Ac. do Genbank NP _067249]; o MIG humano
compreende um polipéptido que tem uma sequéncia de
aminocdcidos como apresentada na SEQ ID NO: 125 [N° de Ac.
do Genbank NP_002407]; e/ou o ITAC humano compreende um
polipéptido que tem uma sequéncia de aminoadcidos como
apresentada na SEQ ID NO: 126 [N° de Ac. do Genbank NP
0054007 .

Numa forma de realizacgcdo, a invencdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou porgcdo de 1ligagao a
antigénio do mesmo, em que o) anticorpo se liga
especificamente a IP-10 e compreende uma regido variavel de
cadeia pesada que é o produto de, ou derivada a partir de
um gene da linha germinativa humana V, selecionado a partir
do grupo que consiste num gene Vy 3-33 humano, um gene Vg
3-30.3 humano, um gene Vyz 5-51 humano e um gene Vy 4-61
humano. Numa outra forma de realizacao, a invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado, ou uma pPorgao

de ligacgdo a antigénio do mesmo, em que o anticorpo se liga
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especificamente a IP-10 e compreende uma regido variavel de
cadeia leve que é o produto de, ou derivada a partir de um
gene da linha germinativa humana Vy selecionado a partir do
grupo gque consiste num gene Vy A27 humano, um gene Vyx L15
humano, um gene Vy L6 humano e um gene Vk L18 humano. Ainda
noutra forma de realizacgdo, a 1invengao proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacao a
antigénio do mesmo, em que o) anticorpo se liga
especificamente a IP-10 e compreende:
(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que € o
produto de, ou derivada a partir de um gene V, da
linha germinativa humana selecionado a partir do
grupo qgue consiste em num gene Vy, 3-33 humano, um
gene Vi 3-30.3 humano, um gene Vy 5-51 humano e um
gene Vg 4-61 humano; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve qgque & o0
produto de, ou derivada a partir de um gene Vi da
linha germinativa humana selecionado a partir do
grupo que consiste num gene Vy A27 humano, um gene Vg
L15 humano, um gene Vy L6 humano e um gene Vyx L18
humano.

Numa forma de realizacgcdo, a invencdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porcdo de ligagao a
antigénio do mesmo, em que o anticorpo compreende:

(a) uma regido variavel de cadeia pesada que €& o0
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy 3-33
humano; e
(b) uma regido variadvel de cadeia 1leve dque é o0
produto de, ou derivada a partir de um gene Vi humano
selecionado a partir do grupo que consiste de um Vk
A27 humano, um gene Vy L15 humano e um gene Vx L6
humano,
em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.
Noutra forma de realizacgdo, a invencado proporciona um

anticorpo monoclonal isolado, ou uma porcgdo de ligagao a
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antigénio do mesmo, em gue o anticorpo compreende:
(a) uma regido variadvel de cadeia pesada que € o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy 3-30.3
humano; e
(b) uma regido varidvel de cadeia 1leve que é o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy L6
humano;

em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.
Noutra forma de realizacdo, a invencdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacdo a
antigénio do mesmo, em que o anticorpo compreende:
(a) uma regido variadvel de cadeia pesada que €& o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy 5-51
humano; e
(b) uma regido varidvel de cadeia 1leve que é o0
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy L18
humano;

em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.
Ainda noutra forma de realizacao, a invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado, ou uma pPOrgao
de 1ligacdo ao antigénio do mesmo, em que o anticorpo
compreende:
(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que €& o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vg 4-61
humano; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve que é o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vi A27
humano;

em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.

Noutro aspeto, a 1invencao proporciona um anticorpo
monoclonal isolado, ou porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, que compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
que compreende sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 e uma regido
variavel de cadeia leve que compreende sequéncias CDRI1,
CDR2 e CDR3, em dque:
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(a) a sequéncia CDR3 da regido wvariavel de cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 32, e

a sequéncia CDR3 da regido variadvel de cadeia leve
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
81;

(b) a sequéncia CDR3 da regido wvariavel de cadeia
pesada compreende as sequéncias de aminodcidos de SEQ
ID NO: 24 e a sequéncia CDR3 da regido variavel de
cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 73; ou

(c) a sequéncia CDR3 da regido variavel de cadeia
pesada compreende as sequéncias de aminodcidos de SEQ
ID NO: 28 e a sequéncia CDR3 da regido variavel de
cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 77.

Numa forma de realizacdo preferida, o anticorpo humano
monoclonal isolado ou um fragmento de ligacdo a antigénio
do mesmo compreende:

(a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 9, wuma CDR2Z da regiao
varidvel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
21, uma CDR3 da regido variadvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 32, uma CDR1 da regiao
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
59, uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 70 e uma CDR3 da regiéo
variavel de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO:
81;

(b) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 1, wuma CDRZ da regiao
varidvel de cadeia pesada gque compreende a SEQ ID NO:
13, uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 24, uma CDR1 da regiao

varidvel de cadeia leve qgue compreende a SEQ ID NO:
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51, uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 62 e uma CDR3 da regiéo
varidvel de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO:
73; ou

(c) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 5, uma CDRZ da regiao
varidvel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
17, uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 28, uma CDR1 da regiao
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
55, uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 66 e uma CDR3 da regiéo
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
77.

O anticorpo pode ser, por exemplo, um anticorpo
humano, um anticorpo humanizado ou um anticorpo guimérico.

Noutro aspeto da invencao, os anticorpos, ou porgdes
de ligacdo a antigénio dos mesmos, prevé-se gue 0S8
anticorpos competem pela ligacdo a IP-10 com qualgquer um
dos anticorpos acima mencionados.

Os anticorpos da invengcao podem ser, por exemplo,
anticorpos de comprimento completo, por exemplo, de um
isétipo IgGl ou IgG4. Como alternativa, os anticorpos pode
ser fragmentos de anticorpo, tal como fragmentos Fab ou
Fab’2, ou anticorpos de cadeia simples.

A  invencdo também fornece um imunoconjugado que
compreende um anticorpo da invencdo, ou porcaoc de ligacdo a
antigénio do mesmo, ligado a um agente terapéutico, tal
como uma citotoxina ou um isdétopo radiocactivo. A invencao
também fornece uma molécula biespecifica que compreende um
anticorpo, ou porgcdo de ligacdo a antigénio do mesmo, da
invencao, ligado a uma segunda fraccdo funcional gque tem
uma diferente especificidade de ligacgdo do dito anticorpo,
ou porcédo de ligacdo a antigénio do mesmo.

Composicdes que compreendem um anticorpo, ou porcao de
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ligagdo a antigénio do mesmo, ou imunoconjugado ou molécula
biespecifica da invencdo e um portador farmaceuticamente
aceitavel sao também fornecidas.

Moléculas de adcido nucleico que codificam 0s
anticorpos, ou porcgdes de ligacdo a antigénio do mesmo, da
invencdo sdo também abrangidas pela invencdo, bem como
vectores de expressido que compreende tais acidos nucleicos
e células hospedeiras gque compreendem tais vectores de
expressdo. Além disso, a invencdo fornece um ratinho
transgénico que compreende transgenes de cadeia leve e
pesada de imunoglobulina humana, em que o ratinho expressa
um anticorpo da invencado, bem como hibridomas preparado a
partir de tal um ratinho, em que o hibridoma produz o
anticorpo da invengao.

Noutro aspeto, a 1invencado proporciona anticorpos ou
porcdes de ligacdo a antigénio dos mesmos para utilizacéo
num método de inibicdo de uma resposta inflamatdria ou
autoimune mediada por células T ativadas ou células NK
compreendendo o contacto das células T ou células NK com o
anticorpo, ou porgdo de ligacdo a antigénio do mesmo, da
invencdo, de tal modo qgue a resposta inflamatdria ou
autoimune é inibida.

Ainda noutro aspeto, a invengao proporciona anticorpos
ou porcgdbes de ligagcdo a antigénio dos mesmos para
utilizagcdo num método de tratamento de uma doenca
inflamatéria ou autoimune num individuo em necessidade de
tratamento, compreendendo a administracdo ao individuo do
anticorpo, ou uma porgdo de ligacdo a antigénio do mesmo,
da invencédo, de tal modo que a doenca inflamatdria ou
autoimune no individuo € tratada. A doenca pode ser, por
exemplo, esclerose multipla, artrite reumatoide, doenca
inflamatéria do intestino (por exemplo, colite ulcerativa,
doenca de Crohn), lupus eritematoso sistémico, diabetes do
tipo I, transtornos inflamatdérios da pele (por exemplo,

psoriase, liquen plano), doenca da tirdide autoimune (por
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exemplo, doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto),
sindrome de Sjogren, inflamacdo pulmonar (por exemplo,
asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica, sarcoidose
pulmonar, alveolite linfocitica), rejeicdo de transplantes,
lesédo medular, lesdo cerebral (por exemplo, acidente
vascular cerebral), doencas neurodegenerativas (por
exemplo, doenca de Alzheimer, doengca de Parkinson),
gengivite, inflamacdo induzida por terapéutica génica,
doencas da angiogénese, doencga inflamatdéria do rim (por
exemplo, nefropatia por IgAa, glomerulonefrite
membranoproliferativa, glomerulonefrite de rapida
progressado) e aterosclerose.

Ainda noutro aspeto, a invengao proporciona anticorpos
ou porcgdes de ligagdo a antigénio dos mesmos para
utilizagdo num método de tratamento de uma infecdo viral ou
bacteriana envolvendo a atividade indesejada de IP-10 num
individuo em necessidade de tratamento, compreendendo a
administracdo ao individuo do anticorpo, ou porcdo de
ligacdo a antigénio do mesmo, da invencdo, de tal modo que
a infecgdo viral ou bacteriana no individuo é tratada. Por
exemplo, o0s anticorpos podem ser utilizados para tratar a
meningite viral, encefalite viral ou meningite bacteriana.
A infecdo viral a ser tratada pelo método da invencdo pode
ser mediada, por exemplo, pelo virus da imunodeficiéncia
humana (VIH), virus da hepatite C (HCV), virus herpes
simplex tipo I (HSV-1) ou pelo virus da Sindrome
Respiratdéria Aguda Severa (SARS).

A invencdo também proporciona métodos para a produgdo
de anticorpos anti-IP-10 de "segunda geracdo" baseados nas
sequéncias dos anticorpos anti-IP-10 proporcionadas no
presente documento. Por exemplo, a invencdo proporciona um
método para a preparacdo de um anticorpo anti-IP-10, que
compreende:

(a) proporcionar: (i) uma sequéncia de anticorpo da

regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma

10
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sequéncia CDR1 selecionada a partir das SEQ ID NOs:
5, 9 e 1, uma sequéncia CDR2 selecionada a partir das
SEQ ID NOs: 17, 21 e 13 e wuma sequéncia CDR3
selecionada a partir do grupo gque consiste nas SEQ ID
NOs: 28, 32 e 24; ou (ii) uma sequéncia de anticorpo
da regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia CDR1 selecionada a partir das SEQ ID NOs:
55, 59 e 51, uma sequéncia CDR2 selecionada a partir
das SEQ ID NOs: 66, 70 e 62 e uma sequéncia CDR3
selecionada a partir das SEQ ID NOs : 77, 81 e 73;

(b) alterar pelo menos um residuo de aminoacido
dentro da sequéncia de anticorpo da regido varidvel
de cadeia pesada e/ou da sequéncia de anticorpo da
regido varidvel de <cadeia leve para criar, pelo
menos, uma sequéncia de anticorpo alterada; e

(c) expressar a sequéncia de anticorpo alterada como
uma proteina.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1A mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 99) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 35) da
regiao varidvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 1D4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
1), CDR2 (SEQ ID NO: 13) e CDR3 (SEQ ID NO: 24) sao
delineadas e as derivagdes de linha germinativa V, D e
J sé&o indicados.

A Figura 1B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 110) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 84)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 1D4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
51), CDR2 (SEQ ID NO: 62) e CDR3 (SEQ ID NO: 73) sao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 2A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 100) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 36)

da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
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monoclonal humano 1El. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 2),
CDR2 (SEQ ID NO: 14) e CDR3 (SEQ 1ID NO: 25) sao
delineadas e as derivag¢bes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 2B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ 1ID
NO: 111) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 85)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 1El. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
52), CDR2 (SEQ ID NO: 63) e CDR3 (SEQ ID NO: 74) sao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 3A mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 101) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 37)
da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 2Gl. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
3), CDR2 (SEQ ID NO: 15) e CDR3 (SEQ ID NO: 26) séo
delineadas e as derivag¢des da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 3B mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 112) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 86)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano2Gl. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
53), CDR2 (SEQ ID NO: 64) e CDR3 (SEQ ID NO: 75) séo
delineadas e as derivagbes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 4A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 102) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 38)
da regido wvariavel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 3C4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
4), CDR2 (SEQ ID NO: 16) e CDR3 (SEQ ID NO: 27) sao
delineadas e as derivacgdes de linha germinativa V, D e
J s&o indicadas.

A Figura 4B mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ ID
NO: 113) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 87)

da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
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monoclonal humano 3C4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
54), CDR2 (SEQ ID NO: 65) e CDR3 (SEQ ID NO: 76) séo
delineadas as derivagbes de linha germinativa V e J séo
indicadas.

A Figura 5A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 103) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 39)
da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 6A5. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
5), CDR2 (SEQ ID NO: 17) e CDR3 (SEQ ID NO: 28) sao
delineadas e as derivacgbes de linha germinativa V, D e
J s&o indicadas.

A Figura 5B mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 114) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 88)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 6A5. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
55), CDR2 (SEQ ID NO: 66) e CDR3 (SEQ ID NO: 77) séo
delineadas e as derivag¢des da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 6A mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 104) e a sequéncia de aminoédcidos (SEQ ID NO: 40)
da regido wvariadvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 6A8. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
6), CDR2 (SEQ ID NO: 18) e CDR3 (SEQ ID NO: 29) séao
delineadas e as derivagbes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 6B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 115) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 89)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 6A8. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
56), CDR2 (SEQ ID NO: 67) e CDR3 (SEQ ID NO: 78) sao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 7A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 105) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 41)

da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
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monoclonal humano 6B10. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
7), CDRZ (SEQ ID NO: 19) e CDR3 (SEQ ID NO: 30) séo
delineadas e as derivagdes de linha germinativa V, D e
J s&o indicadas.

A Figura 7B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ 1ID
NO: 116) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 90)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 6B10. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
57), CDR2Z (SEQ ID NO: 68) e CDR3 (SEQ ID NO: 79) sao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 8A mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ ID
NO: 106) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 42)
da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo 7C10
monoclonal humano. As regides de CDR1 (SEQ ID NO: 8),
CDR2 (SEQ 1ID NO: 20) e CDR3 (SEQ 1ID NO: 31) sao
delineadas e as derivagbes de linha germinativa V, D e
J s&@o indicadas.

A Figura 8B mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ 1ID
NO: 117) e a sequéncia de aminoédcidos (SEQ ID NO: 91)
da regido variavel de cadeia leve do anticorpo 7C10
monoclonal humano. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 58),
CDR2 (SEQ ID NO: 69) e CDR3 (SEQ 1ID NO: 80) sao
delineadas e as derivagbes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 9A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 107) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 43)
da regido wvariavel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano8F6. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
9), CDR2 (SEQ ID NO: 21) e CDR3 (SEQ ID NO: 32) sao
delineadas e as derivacgdes de linha germinativa V, D e
J s&o indicadas.

A Figura 9B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 118) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 92)

da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo

14



EP2383295B1

monoclonal humano 8F6. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
59), CDR2 (SEQ ID NO: 70) e CDR3 (SEQ ID NO: 81) séo
delineadas e as derivag¢bes da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 10A mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 108) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 44)
da regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 10A12. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
10), CDR2Z2 (SEQ ID NO: 22) e CDR3 (SEQ ID NO: 33) séao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J
sao indicadas. Como alternativa, o) residuo de
aminodcido 32 dentro de CDR1 pode ser mutado de
cisteina para serina (SEQ ID NO: 11), levando a
sequéncia Vg da SEQ ID NO: 45.

A Figura 10B mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ ID
NO: 119) e a sequéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 93)
da regido variadvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 10A12. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
60), CDR2 (SEQ ID NO: 71) e CDR3 (SEQ ID NO: 82) séo
delineadas e as derivag¢des da linha germinativa V e J
sdo indicadas.

A Figura 11A mostra a sequéncia de nucledétidos (SEQ ID
NO: 109) e a sequéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 46)
da regido wvariadvel de cadeia pesada do anticorpo
monoclonal humano 13C4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
12), CDR2 (SEQ ID NO: 23) e CDR3 (SEQ ID NO: 34) séao
delineadas e as derivagdes de linha germinativa V, D e
J sao indicadas.

A Figura 11B mostra a sequéncia de nucledtidos (SEQ ID
NO: 120) e a sequéncia de aminoéacidos (SEQ ID NO: 94)
da regido varidvel de <cadeia leve do anticorpo
monoclonal humano 13C4. As regides de CDR1 (SEQ ID NO:
61), CDR2 (SEQ ID NO: 72) e CDR3 (SEQ ID NO: 83) sao
delineadas e as derivagdes da linha germinativa V e J

sdo indicadas.
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A Figura 12 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido variédvel de cadeia pesada de 1D4,
181, 2Gl1, 6A5, 6A8, 7Cl10 e 10Al12 com a seguéncia de
aminodcidos Vg 3-33 da linha germinativa humana (SEQ ID
NO: 47).

A Figura 13 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminocdcidos da regido varidvel de cadeia pesada de 6B10
e 8F6 com a sequéncia de aminodcidos Vy 3-30.3 da linha
germinativa humana (SEQ ID NO: 48).

A Figura 14 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido varidvel de cadeia pesada de 3C4
com a sequéncia de aminodcidos Vy 5-51 da 1linha
germinativa humana (SEQ ID NO: 49).

A Figura 15 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido variavel de cadeia pesada de 13C4
com a sequéncia de aminocdcidos Vg 4-61 da linha
germinativa humana (SEQ ID NO: 50).

A Figura 16 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminocdcidos da regido varidvel de cadeia leve de 1D4,
2Gl, 6A5, 6A8, 10A12 e 13C4 com a sequéncia de
aminodcidos Vyx A27 da linha germinativa humana (SEQ ID
NO: 95).

A Figura 17 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido varidvel de cadeia leve de 1E1,
6B10 e 8F6 com a sequéncia de aminoacidos Vy L6 da
linha germinativa humana (SEQ ID NO: 96).

A Figura 18 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido variavel de cadeia leve de 3C4
com a sequéncia de aminocdcidos Vy LI8 da linha
germinativa humana (SEQ ID NO: 97).

A Figura 19 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da regido varidvel de cadeia leve de 7C10
com a sequéncia de aminodcidos Vy LI5 da 1linha

germinativa humana (SEQ ID NO: 98).
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Descricdo Detalhada da Invencdo

A presente invencao refere-se a anticorpos monoclonais
humanos isolados, que se ligam especificamente a IP-10 e
que inibem propriedades funcionais de IP-10.

Em determinadas formas de realizacdo, os anticorpos da
invengcdo sdo derivados a partir de sequéncia de linha
germinativa de cadeia pesada e leve particulares e/ou
compreendem caracteristicas estruturais particulares tais
como regides CDR gque compreendem sequéncias de aminoédcidos
particulares. A 1invencdo proporciona anticorpos isolados,
métodos para fabricar os tais anticorpos, imunoconjugados e
moléculas biespecificas que compreende tal anticorpos e
composicgdes farmacéuticas que contém  0s anticorpos,
imunoconjugados ou moléculas biespecificas da invencéo. A
invencdo também se refere a utilizacdo dos anticorpos para
inibir respostas inflamatdérias ou autoimunes, por exemplo,
no tratamento de diversas doencas inflamatérias ou
autoimunes, bem como a utilizacdo dos anticorpos em métodos
de tratamento de infecgdes virais que envolvem uma atividade
indesejavel da IP-10. De modo gque a presente invencéo
possa ser mais facilmente entendida, certos termos sao
definidos em primeiro lugar. Definig¢des adicionais sao
apresentadas por toda a descricdo detalhada.

Os termos "proteina 10 induzivel pelo interferdo gama"
"IP-10" e "CXCL1Q0" sdo utilizados de forma intercambiavel e
incluem variantes, isoformas e espécies homdlogas de IP-10
humano. Consequentemente, 0S anticorpos humanos da
invencao, em certas casos, podem reagir cruzado com a IP-10
de espécies outras gue ndo a humana. Em outros casos, o0s
anticorpos podem ser completamente especificos para a IP-10
humana e podem nao exibir espécie ou outros tipos de
reactividade cruzada. A sequéncia de aminodcidos completa
de IP-10 humano tem numero de acesso no Genbank NP001556
(SEQ ID NO: 121). A sequéncia de aminodcidos completa da

IP10 do macaco rhesus tem o0 nuUmero de acesso no Genbank
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ARK95955 (SEQ ID NO: 123). A sequéncia de aminodcidos
completa da IP-10 de ratinho tem o nUmero de acesso no
Genbank NP_067249 (SEQ ID NO: 124).

O termo "CXCR3" refere-se ao receptor para a IP-10
(CXCL10). A sequéncia de aminodcidos completa do CXCR3
humano tem o nUmero de acesso no Genbank NP_001495 (SEQ ID
NO: 122).

O termo "MIG" refere-se a um ligando para CXCR3,
também conhecido como monocina induzida pelo interferédo
gama, que €& distinta da IP-10. A sequéncia de aminocacidos
completa de MIG humano tem o numero de acesso no Genbank
NP_002407 (SEQ ID NO: 125).

O termo "ITAC" refere-se a um 1ligando para CXCR3,
também conhecido como quimiocatraente alfa de célula T
induzivel pelo interferdo, que ¢é distinto da IP-10. A
sequéncia de aminodcidos completa de ITAC humano tem o
numero de acesso no Genbank NP_005400 (SEQ ID NO: 126).

O termo "resposta imune" refere-se a acgdo de, por
exemplo, linfécitos, células que apresentam antigénio,
células fagociticas, granuldcitos e macromoléculas soluveis
produzidas pelas células acima ou pelo figado (incluindo
anticorpos, citocinas e complemento) que resulta no dano
selectivo aos agentes patogénicos invasores, na sua
destruicdo ou eliminacdo do corpo humano, as células ou
tecidos infectados com agentes patogénicos, células
cancerosas, ou, em casos de auto-imunidade ou inflamacéo
patoldégica, células ou tecidos humanos normais.

Uma "via de transducédo de sinal"™ refere-se a relacgéao
biogquimica entre uma variedade de moléculas de transdugéo
de sinal que desempenham um papel na transmissdo de um
sinal a partir de uma porcdo de uma célula para uma outra
porcdo de uma célula. Como ¢é utilizado no presente
documento, a frase "receptor de superficie celular" inclui,
por exemplo, moléculas e complexos de moléculas capazes de

receber um sinal e a transmissdo de um tal sinal através da
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membrana plasmdtica de uma célula. Um exemplo de um
"receptor de superficie celular"™ da presente invencdo € o
receptor CXCR3 ao qual a molécula IP-10 se liga.

0 termo "anticorpo" como aqui aludido inclui
anticorpos integrais e qualquer fragmento de 1ligagdo de
antigénio (isto ¢é, "porcdo de ligacdo de antigénio") ou
cadeias Unicas dos mesmos. Um "anticorpo" refere-se a uma
glicoproteina que compreende pelo menos duas cadeias
pesadas (H) e duas cadeias leves (L) interligadas pelas
ligagdes de dissulfureto ou uma porgdao de ligagao de
antigénio deste. Cada cadeia pesada ¢ compreendida de uma
regido varidvel de cadeia pesada (aqui abreviada como Vy) e
uma regido constante de cadeia pesada, a regido constante
de cadeia pesada € compreendida de trés dominios, Cgi, Cag €
Cuys; Cada cadeia leve é compreendida de uma regido variavel
de cadeia leve (aquil abreviada como Vi) e uma regido
constante de cadeia leve. A regiao constante de cadeia leve
¢ compreendida de um dominio, C;. As regides Vy e V; podem
ser ainda subdivididas em regides de hipervariabilidade,
chamadas de regides determinadoras de complementaridade
(CDR), intercaladas com regides qgue sdo mais conservadas,
chamadas de regides de estrutura (FR). Cada Vg e V, é
composta de trés CDRs e quatro FRs, dispostas do término
amino para o término carbdéxi na seguinte ordem: FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. As regides varidveis das cadeias
pesada e leve contém um dominio de ligacdo que interage com
um antigénio. As regides constantes dos anticorpos podem
mediar a ligag¢do da imunoglobulina aos tecidos ou factores
hospedeiros, incluindo varias células do sistema imune (por
exemplo, células efectoras) e o primeiro componente (Clqg)
do sistema de complemento cléssico.

O termo '"porgao de ligacao de antigénio"™ de um
anticorpo (ou simplesmente "porcdo de anticorpo"), como &
utilizado no presente documento, refere-se a um ou mais

fragmentos de um anticorpo que retém a capacidade para
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ligar especificamente a um antigénio (por exemplo, IP-10).
Isto mostrou que a funcdo de ligacdo de antigénio de um
anticorpo pode ser realizada pelos fragmentos de um
anticorpo de comprimento total. Os exemplos de fragmentos
de ligacdo abrangidos dentro do termo "porcdo de ligacao de
antigénio" de um anticorpo incluem (i) um fragmento Fab, um
fragmento monovalente que consiste dos dominios Vi, Vg, Cp e
Cy1; (u) um fragmento F(ab')2, um fragmento bivalente que
compreenda dois fragmentos Fab ligados por uma ponte de
dissulfureto na regido de dobradica; (iii) um fragmento Fd
que consiste dos dominios Vg e Cyi; (iv) um fragmento Fv que
consiste dos dominios V; e Vg de um brago Unico de um
anticorpo, (v) um fragmento de dAb (Ward et al., (1989)
Nature 341:544-546), que consiste de um dominio Vy; e (vi)
uma regiao determinadora de complementaridade (CDR)
isolada. Além disso, embora os dois dominios do fragmento
Fv, Vi e Vg, sejam codificados por genes separados, eles
podem ser unidos, utilizando métodos recombinantes, por um
ligador sintético que permita que eles sejam fabricados
como uma cadeia de proteina Unica na qual as regides Vi e
Vy se unam para formar moléculas monovalentes (conhecidas
como Fv de cadeia Unica (scFv); veja-se, por exemplo, Bird
et al., (1988) Science 242:423-426; e Huston et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Tais anticorpos
de cadeia Unica também sdo intencionados a serem abrangidos
dentro do termo "porgdo de ligacdo de antigénio"™ de um
anticorpo. Estes fragmentos de anticorpo sao obtidos
utilizando técnicas convencionais conhecidas por aqueles
com habilidade na técnica e os fragmentos sdo rastreados
quanto a wutilidade da mesma maneira como O Sao OS
anticorpos inteiros.

Um "anticorpo isolado", como € utilizado no presente
documento, ¢ intencionado a referir-se a um anticorpo que
seja substancialmente livre de outros anticorpos que tem

especificidades antigénicas diferentes (por exemplo, um
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z

anticorpo isolado que se ligue especificamente a IP-10 é
substancialmente livre de anticorpos que se ligam
especificamente a antigénios outros gque ndo a IP-10). Um
anticorpo isolado que se liga especificamente a IP-10,
entretanto, pode ter reactividade cruzada com outros
antigénios, tais como as moléculas IP-10 de outra espécie.
Além disso, um anticorpo isolado pode ser substancialmente
livre de outro material celular e/ou produtos quimicos.

Os termos "anticorpo monoclonal"™ ou "composigcao de
anticorpo monoclonal"™ como sd&o utilizados no presente
documento referem—-se a uma preparacdo de moléculas de
anticorpo de composicdo molecular UGnica. Uma composicdo de
anticorpo monoclonal demonstra uma especificidade de
ligagdo Unica e afinidade quanto a um epitopo particular.

O termo Manticorpo humano", como € utilizado no
presente documento, € intencionado a incluir anticorpos que
tem regides varidveis em que tanto a regido de estrutura
quanto de CDR sao derivadas das sequéncias de
imunoglobulina da linha germinativa humana. Além disso, se
o anticorpo contém uma regido constante, a regido constante
também é derivada de sequéncias de imunoglobulina da linha
germinativa humana. Os anticorpos humanos da invencgao podem
incluir residuos de aminocdcido né&o codificados pelas
sequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana
(por exemplo, mutacoes introduzidas pela mutagénese
aleatdéria ou especifica de local in vitro ou pela mutacao
somdtica in vivo). Entretanto, o termo "anticorpo humano",
como é utilizado no presente documento, né&o é intencionado
a incluir anticorpos em que as sequéncias de CDR derivadas
da linha germinativa de uma outra espécie de mamifero, tal
como um ratinho, foram enxertadas nas sequéncias da
estrutura humana.

O termo "anticorpo monoclonal humano" refere-se a
anticorpos que demonstram uma especificidade de 1ligacéao

Uunica que tém regides varidveils em qgque tanto a regido de
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estrutura quanto a de CDR sé&o derivadas de sequéncias de
imunoglobulina da linha germinativa humana. Numa forma de
realizacgao, 0s anticorpos humanos monoclonais séo
produzidos por um hibridoma que inclui uma célula B obtida
a partir de um animal ndo humano transgénico, por exemplo,
um ratinho transgénico, que tem um genoma que compreenda um
transgene da cadeia pesada e um transgene da cadeia leve
humanos fundidos a uma célula imortalizada.

O termo T"anticorpo humano recombinante", como &
utilizado no presente documento, inclui todos os anticorpos
humanos que sao preparados, expressados, criados ou
isolados por meios recombinantes, tais como (a) anticorpos
isolados a partir de um animal (por exemplo, um ratinho)
gue seja transgénico ou transcromossdmico para 0s genes da
imunoglobulina humana ou um hibridoma preparado a partir
deste (descrito mais abaixo), (b) anticorpos isolados a
partir de uma célula hospedeira transformada para expressar
o) anticorpo  humano, por exemplo, a partir de um
transfectoma, (c) anticorpos 1isolados a partir de uma
biblioteca de anticorpo humano recombinante, combinatdria e
(d) anticorpos preparados, expressados, criados ou isolados
por qualgquer outro meio que envolva a unido das sequéncias
de gene da imunoglobulina humana, a outras sequéncias de
ADN. Tais anticorpos humanos recombinantes tém regidbes
varidveis em que a estrutura e as regides de CDR séo
derivadas de sequéncias de imunoglobulina da 1linha
germinativa humana. Em certas formas de realizacéo,
entretanto, tais anticorpos humanos recombinantes podem ser
submetidos a mutagénese 1in vitro (ou, gquando um animal
transgénico para as sequéncias da Ig humana é utilizado, a
mutagénese somatica iIn vivo) e assim as sequéncias de
aminocdcido das regides Vy e V; dos anticorpos recombinantes
sdo sequéncias que, embora derivadas da sequéncias Vi e Vi
da linha germinativa humana e com elas relacionadas, podem

ndo existir naturalmente dentro do repertdrio da linha
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germinativa de anticorpo humano in vivo.

Como ¢é wutilizado no presente documento, "isotipo"
refere-se a classe de anticorpo (por exemplo, IgM ou IgGI)
que é codificado pelos genes constantes da regido de cadeia
pesada.

As frases "um anticorpo que reconhece um antigénio" e
"um anticorpo especifico para um antigénio"™ sdo utilizadas
no presente documento de forma intercambidvel com o termo
"um anticorpo que se liga especificamente a um antigénio.”

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
que "especificamente se liga a IP-10 humana" é intencionado
a referir-se a um anticorpo que se liga a IP-10 humana com
um Kp de 5 x 10° M ou menos, mais preferivelmente 2 x 1077
M ou menos e ainda mais preferivelmente 1 x 10* M ou
menos. Um anticorpo que "reage cruzado com a IP-10 do
macaco rhesus" é intencionado a referir-se a um anticorpo
que se liga a IP-10 do macaco rhesus com um Ky de 0,5 x 10°°
M ou menos, mais preferivelmente 5 x 10° M ou menos e
ainda mais preferivelmente 2 x 10° M ou menos. Um
anticorpo que "ndo reage cruzado com a IP-10 de ratinho" ou
"ndo reage cruzado com MIG humano" ou "ndo reage cruzado
com ITAC humano" € intencionado a referir-se a um anticorpo
que se liga a IP-10 de ratinho, MIG humano ou ITAC humano
com um Kp de 1,5 x 10°° M ou maior, mais preferivelmente um
Kp de 5 a 10 x 10°° M ou maior e ainda mais preferivelmente
1 x 100" M ou maior. Em certas formas de realizacdo, tais
anticorpos gque nado reagem cruzado com a IP- 10 de ratinho,
MIG humano e/ou ITAC humano exibem ligacdo essencialmente
indetectédvel contra estas proteinas em ensaios de ligacgédo
padréao.

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
que "inibe a ligacdo da IP-10 ao CXCR3"™ & intencionado a
referir-se a um anticorpo que inibe a ligacdo da IP-10 ao
CXCR3 com um K; de 1 nM ou menos, mais preferivelmente 0,75

nM ou menos, ainda mais preferivelmente 0,5 nM ou menos e
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ainda mais preferivelmente 0,25 nM ou menos.

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
que "inibe o fluxo de célcio induzido pela IP-10" &
intencionado a referir-se a um anticorpo que inibe o fluxo
de cdlcio induzido pela IP-10 com uma ICsy de 10 nM ou
menos, mais preferivelmente 7,5 nM ou menos, ainda mais
preferivelmente 5 nM ou menos e ainda mais preferivelmente
2,5 nM ou menos.

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
que "inibe a migracdo celular induzida pela IP-10" &
intencionado a referir-se a um anticorpo gque inibe a
migracao celular humana induzida pela IP-10 com um ICsy de
2 ng/ml ou menos, mais preferivelmente 1 ug/ml ou menos,
ainda mais preferivelmente 0,5, npg/ml ou menos e ainda mais
preferivelmente 0,25 pg/ml ou menos.

Os termos "K.ssoe" ou "K,", como sdo utilizados no
presente documento, sdo intencionados a referir-se a taxa
de associagdo de uma interacgdo de anticorpo-antigénio
particular, ao passo que o0s termos "Kgais ou "Kg", como é
utilizado no ©presente documento, sdo intencionados a
referir-se a taxa de dissociacdo de wuma interaccdo de
anticorpo-antigénio particular. O termo "Kp", como é
utilizado no presente documento, € intencionado a referir-
se a constante de dissociacdo, que ¢é obtida a partir da
relacdo de IQ para K, (isto é Kyq/K,) e é expressada como uma
concentracdao molar (M). Os valores Kp para os anticorpos
podem ser determinados utilizando métodos bem estabelecidos
na técnica. Um método preferido para determinar a Kg de um
anticorpo € wutilizando-se a ressondncia de plasma de
superficie, preferivelmente utilizando um sistema
biossensor tal como um sistema Biacore®.

Como ¢é utilizado no presente documento, o termo
"afinidade alta"™ para um anticorpo IgG refere-se a um
anticorpo que tem um Ky de 100 M ou menos, mais

preferivelmente 1077 M ou menos e ainda mais
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preferivelmente 10 ' M ou menos para um antigénio alvo.
Entretanto, ligacdo de "afinidade alta" pode variar para
outros 1isotipos de anticorpo. Por exemplo, ligacadao de
"afinidade alta"™ para um isotipo IgM refere-se a um
anticorpo que tem um Kp de 100" M ou menos, mais
preferivelmente 10°° M ou menos.

Como ¢é utilizado no presente documento, o termo
"individuo" inclui qualquer animal humano ou nao humano. O
termo "animal ndo humano" inclui todos os vertebrados, por
exemplo, mamiferos e n&o mamiferos, tal como primatas néao
humanos, ovelhas, caes, gatos, cavalos, vacas, galinhas,
anfibios, répteis, etc.

Varios aspectos da invencdo sdo descritos em mais
detalhes nas seguintes subseccdes.

Anticorpos Anti-IP-10

Os anticorpos da invencdo sdo caracterizados por
caracteristicas ou propriedades funcionais particulares dos
anticorpos. Por exemplo, 0s anticorpos se ligam
especificamente a Ip-10 humana. Adicionalmente, 0s
anticorpos podem reagir cruzado com a IP-10 a partir de um
ou mais primatas ndo humanos, tais como o macaco rhesus.
Preferivelmente, o0s anticorpos ndo reagem cruzado com a IP-
10 de ratinho. Além disso, embora MIG e ITAC também sejam
ligandos para o receptor CXCR3, os anticorpos da invencéao
preferivelmente, ndo reagem cruzado com MIG humano ou ITAC
humano.

Preferivelmente, um anticorpo da invencdo se liga a
IP-10 com afinidade alta, por exemplo com um Kp de 10°° M ou
menos ou 10° M ou menos ou ainda 10 '° M ou menos.

Além disso, os anticorpos da invengcdo sdo capazes de
inibir uma ou mailis actividades funcionais de IP-10. Por
exemplo, numa forma de realizacao, os anticorpos inibem a
ligacdo de IP-10 a CXCR3. Numa outra forma de realizacéo,
os anticorpos inibem o fluxo de calcio induzido pela IP-

10. Ainda numa outra forma de realizacgdo, os anticorpos
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inibem a migracgao celular induzida pela IP-10
(quimiotaxia) .

Os ensaios padrd@o para avaliar a capacidade de ligacéao
dos anticorpos a IP-10 de varias espécies e/ou MIG ou ITAC
sdo conhecidos na técnica, incluindo por exemplo, ELISAs,
Western blots e RIAs. Os ensaios adequados sao descritos em
detalhes nos Exemplos. As cinéticas de ligacéo (por
exemplo, afinidade de ligacdo) dos anticorpos também podem
ser avaliadas pelos ensaios padrdo conhecidos na técnica,
tais como pela andlise Biacore. 0Os ensaios para avaliar os
efeitos dos anticorpos sobre as propriedades funcionais de
IP-10 (por exemplo, ligacdo de receptor, fluxo de célcio,
gquimiotaxia) sdo descritos em mais detalhes nos Exemplos.

Consequentemente, um anticorpo que "inibe" uma ou mais
destas propriedades funcionais de IP-10 (por exemplo,
biogquimica, imunoquimica, celular, fisioldgica ou outras
actividades bioldgicas ou coisa parecida) como determinado
de acordo com metodologias conhecidas na técnica e aqui
descritas, serd entendido estar —relacionado com uma
diminuicdo estatisticamente significante na actividade
particular em relacdo aquela observada na auséncia do
anticorpo (por exemplo ou guando um anticorpo de controlo
de especificidade irrelevante esté presente) .
Preferivelmente um anticorpo que 1inibe uma actividade de
IP-10 efectua uma tal diminuicéao estatisticamente
significante em pelo menos 10 % do parémetro medido, mais
preferivelmente em pelo menos 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 % ou 90 % e em certas formas de realizacéao
preferidas um anticorpo da invengado pode inibir mais do que
92 %, 94 %, 95 %, 97 %, 98 % ou 99 % de uma actividade
funcional de IP-10.

Anticorpos monoclonais 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10,
7C10, 8F6, 10A12 e 13C4

Anticorpos preferidos da invencdo sdo o0s anticorpos
monoclonais humanos 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, ©6B10,
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7C10, 8F6, 10A12 e 13C4, isolados e estruturalmente
caracterizados como ¢é descrito nos Exemplos 1 e 2. Outro
anticorpo preferido ¢é¢ o 10A12S, no qual o residuo de
aminocdcido 32 da cadeia pesada de 10A12 (dentro da CDR1 de
Vyg) foi mutado a partir de cisteina para uma serina. As
sequéncias Vy de aminoadcidos de 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6AS,
6B10, 7C10, 8F6, 10Al2, 10A2S e 13C4 sao mostradas em SEQ
ID NOs: 35-46, respectivamente. As sequéncias V; de
aminoacidos de 1E1, 2G1l, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8Feo,
10A12 e 13C4 s&o mostradas em SEQ ID NOs: 84-94,
respectivamente.

Tendo em conta que cada um destes anticorpos se pode
ligar a IP-10, as sequéncias Vy e V; podem ser "misturadas
e combinadas"™ para criar outras moléculas de ligacdo anti-
IP-10 da invencao. A ligacdo a IP-10 de tais anticorpos
"misturados e combinados" pode ser testada utilizando os
ensaios de ligagdo descritos acima e nos Exemplos (por
exemplo, ELISAs). Preferivelmente, quando as cadeias Vy e
Vi sdo misturadas e combinadas, uma sequéncia Vy a partir
de um determinado emparelhamento Vy/Vy é substituida por
uma sequéncia Vy estruturalmente semelhante. Da mesma
forma, de preferéncia uma sequéncia V; a partir de um
determinado emparelhamento Vy/Vy € substituida por uma
sequéncia Vi estruturalmente semelhante. Por exemplo, as
sequéncias Vg e Vy de 1D4, 2G1,6A5, 6A8, 10A12 ou 10A12S
sdo particularmente favordveis para misturar e combinar,
uma vez que estes anticorpos utilizam sequéncias Vg e Vi
derivadas a partir das mesmas sequéncias da linha
germinativa (Vg 3-33 e V. A27) e, portanto, elas exibem
semelhanga estrutural. Do mesmo modo, as sequéncias Vg e Vi
de 8F6 e 6Bl0 sdo também particularmente favoraveis para
misturar e combinar, uma vez que também elas utilizam
sequéncias Vy e Vi derivadas a partir das mesmas sequéncias
da linha germinativa (Vg 3-30.3 e Vy L6) e, portanto, elas

exibem semelhanca estrutural. Alternativamente, por
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exemplo, a sequéncia Vy de 1D4, 2Gl1, 6A5, 6A8, 10Al12 ou
10A12S pode ser emparelhada com a Vi de 13C4, uma vez gue
as sequéncias Vy de 1D4, 2G1, 6A5, 6A8, 10A1l2 e 10A12S
originalmente emparelhadas com uma sequéncia Vg de Vyx A27
de 1linha germinativa e a sequéncia Vp de 13C4 também &
derivada a partir de Vy A27 de linha germinativa. Do mesmo
modo, a sequéncia Vy de 7Cl10 ou 1E1 pode ser emparelhada
com a VH de 1D4, 2Gl, 6A5, 6A8, 10Al1l2 ou 10Al2S, uma vez
que as sequéncias Vp de 7C10 e 1E1 originalmente
emparelhadas com uma sequéncia Vy de Vy 3-33 de 1linha
germinativa e as sequéncias VH de 1D4, 2Gl, 6A5, 6A8, 10Al2
e 10A12S também sdo derivadas a partir de Vi 3-33 de linha
germinayiva. Serd facilmente aparente para o perito na
especialidade que outros emparelhamentos Vi/ Vi, de
sequéncias estruturalmente semelhantes podem ser criados a
partir das sequéncias Vg e Vy divulgadas no presente
documento para os anticorpos monoclonais 1D4, 1E1,2G1l, 3C4,
6A5, 6A8, 6B10, 7C10 , 8F6, 10A12 e 13C4 divulgados no
presente documento.

Consequentemente, num aspecto, a invencao fornece um
anticorpo monoclonal isolado, ou porgcao de ligagao a
antigénio do mesmo que compreende:

(a) uma regido varidvel de cadeia ©pesada que
compreende uma sequéncia de aminoadcidos selecionada a
partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 35-46; e
(b) uma regido variavel de cadeia leve gue compreende
uma sequéncia de aminodcidos selecionada a partir do
grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 84-94;
em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.
Combinagcdes de cadeia leve e pesada preferidas
incluem:
(a) uma regido varidvel de —cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
35; e (b) uma regido variadvel de cadeia leve que

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
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84; ou

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
36; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
85; ou

(a) uma regido variadvel de cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
37; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
86; ou

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
38; e (b) uma regido wvaridvel de cadeia leve dque
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
87; ou

(a) uma regido variadvel de —cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
39; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
88; ou

(a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos de SEQ 1ID
NO: 40; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
89; ou

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO:
41; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
90; ou

(a) uma regido varidvel de —cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
42; e (b) uma regido variavel de cadeia leve que

compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
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91; ou

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
43; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
92; ou

(a) uma regido variadvel de cadeia ©pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
44 ou 45; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve
que compreende a sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID
NO: 93; ou

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
46; e (b) uma regido wvaridvel de cadeia leve dgue
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
94.

Noutro aspeto, a invencdo proporciona anticorpos que
compreendem as CDRls, CDR2Z2s e CDRs3 de 1D4, 1E1,2Gl, 3C4,
6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10Al2, 10Al2S e 13C4, ou
combinag¢bes dos mesmos. As sequéncias de aminoacidos da Vy
CDR1ls de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8Feo,
10A12, 10A12S e 13C4 sado mostrados em SEQ ID NOs: 1-12. As
sequéncias de aminocdcidos da Vy CDR2s de 1D4, 1E1, 2G1,
3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10Al1l2 e 13C4 sao mostrados
em SEQ ID NOs: 13-23. As sequéncias de aminoadcidos da Vy
CDR3s de 1D4, 1E1, 2Gl1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl0, 8Feo,
10A12 e 13C4 sao mostrados em SEQ ID NOs: 24-34. As
sequéncias de aminoacidos das Vy, CDRls de 1D4, 1E1, 2G1,
3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C1l0, 8F6, 10Al12 e. 13C4 sao mostrados
em SEQ ID NOs: 51-61. As sequéncias de aminodcidos das Vi
CDR2s de 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl0, 8Feo,
10A12 e 13C4 s&o mostrados em SEQ ID NOs: 62-72. As
sequéncias de aminoédcidos das Vy CDRls de 1D4, 1E1, 2G1,
3C4, ©6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10Al2 e 13C4 sado mostrados
em SEQ ID NOs: 73-83. As regibdes CDR sao delineadas
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utilizando o sistema Kabat (Kabat, E. A., et al. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta
Edicao, U.S. Department de Health ande Human Services, NIH
Publicacdo No. 91-3242).

Tendo em conta que cada um destes anticorpos se pode
ligar a IP-10 e gue a especificidade de ligacdo a antigénio
é fornecida primariamente pelas regides CDR1l, 2, 1 e 3, as
sequéncias de Vy CDR1, 2 1 3 e as sequéncias Vy CDR1, 2 e 3
podem ser "misturadas e combinadas"™ (isto é, CDRs a partir
de anticorpos diferentes podem ser misturadas e combinadas
embora cada anticorpo deva conter uma Vy CDR1, 2 e 3 e uma
V;, CDR1, 2 e 3) para criar outras moléculas de ligacéo
anti-IP-10 da invencdo. A ligacédo a IP-10 de tais
anticorpos "misturados e combinados" pode ser testada
utilizando os ensaios de ligacdo descritos acima e nos
Exemplos (por exemplo, ELISAs). Preferivelmente, quando as
cadeias as sequéncias de Vg CDR sdo misturadas e
combinadas, a sequéncia CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de wuma
determinada sequéncia Vg é substituida por sequéncia(s) CDR
estruturalmente semelhante(s). Do mesmo modo, guando as
sequéncias Vy; CDR s&o misturadas e combinadas, a segquéncia
CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de uma sequéncia VL particular, ¢é de
preferéncia, substituida por sequéncia (s) CDR
estruturalmente semelhante(s). Por exemplo, as Vg CDRls de
1p4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12 e 10A12S
compartilham alguma semelhanca estrutural e, portanto, sao
passiveis de mistura e combinac&o, ao passo que as VH CDRls
de 3C4 e 13C4 nadao sdo estruturalmente semelhantes as Vg
CDR1ls de 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl0, 8F6, 10Al2 e
10A12S e, portanto, ndo devem ser misturadas e combinadas
com elas. Serad prontamente aparente para o perito na
especialidade qgue novas sequéncias Vy e Vp podem ser
criadas por substituicdo de uma ou mais sequéncias da
regido Vy e/ou V; CDR com sequéncias estruturalmente

semelhantes a partir das sequéncias CDR divulgadas no
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presente documento para os anticorpos monoclonais 1D4, 1E1,
2Gl, 3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl0, 8F6, 10Al2 e 13C4.
Consequentemente, noutro aspeto, a invengdo proporciona
um anticorpo monoclonal isolado, ou porgcado de ligacdo ao
antigénio do mesmo, que compreende:
(a) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 1-12;
(b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 13-23;
(c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 24-34;
(d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos
selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID
NOs: 51-61;
() uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve qgue
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 62-72; e
(f) uma CDR3 da regido variavel de cadeia leve que
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 73-83;
em que o anticorpo se liga especificamente a IP-10.
Numa forma de realizacgcao preferida, o anticorpo
compreende:
(a) uma CDR1 da regido variavel da cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 1;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 13;
(c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 24;
(d) uma CDR1 da regido variavel da cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 51;
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(e) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da

compreende a SEQ

Noutra forma de
compreende:
(a) uma CDR1 da

compreende a SEQ
(b) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(¢) uma CDR3 da
compreende a SEQ
(d) uma CDR1 da
compreende a SEQ
() uma CDRZ2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da
compreende a SEQ
Noutra forma de
compreende:
(a) uma CDR1 da
compreende a SEQ
(b) uma CDR2Z da
compreende a SEQ
(c) uma CDR3 da
compreende a SEQ
(d) uma CDR1 da
compreende a SEQ
(e) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da
compreende a SEQ
Noutra forma de
compreende:

(a) uma CDR1 da

regido variadvel de cadeia leve due
ID NO: 62;
regido varidvel de cadeia leve que
ID NO: 73.

realizacao

e

preferida, o anticorpo

regido varidvel da cadeia pesada que

ID NO: 2;
regido variavel de cadeia pesada que
ID NO: 14;
regido varidvel de cadeia pesada que
ID NO: 25;

regido variadvel da cadeia leve dque
ID NO: 52;

regido varidvel de cadeia leve que
ID NO: 63; e

regido variadvel de cadeia leve dque
ID NO: 74.

realizagdo preferida, o anticorpo
regido variavel da cadeia pesada que
ID NO: 3;

regido varidvel de cadeia pesada que
ID NO: 15;

regido variavel de cadeia pesada que
ID NO: 26;

regido varidvel da cadeia leve que
ID NO: 53;

regido variadvel de cadeia leve dque
ID NO: 64; e

regido variavel de cadeia leve que
ID NO: 75.

realizacdo preferida, o anticorpo

regido varidvel da cadeia pesada que
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compreende a SEQ ID NO: 4;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 16;
(c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 27;
(d) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 54;
(e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 65; e
(f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 76.

Noutra forma de realizacdo preferida, o anticorpo

compreende:

(a) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 5;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 17;
(c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 28;
(d) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia leve gue
compreende a SEQ ID NO: 55;
() uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 66; e
(f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 77.

Noutra forma de realizacdo preferida, o anticorpo

compreende:

(a) uma CDR1 da regido variavel da cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 6;
(b) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR2. que
compreende a SEQ ID NO: 18;
(c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 29;
(d) uma CDR1 da regido variavel da cadeia leve que

compreende a SEQ ID NO:

56;
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(e) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da

compreende a SEQ

Noutra forma de
compreende:
(a) uma CDR1 da

compreende a SEQ
(b) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(¢) uma CDR3 da
compreende a SEQ
(d) uma CDR1 da
compreende a SEQ
() uma CDRZ2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da
compreende a SEQ
Noutra forma de
compreende:
(a) uma CDR1 da
compreende a SEQ
(b) uma CDR2Z da
compreende a SEQ
(c) uma CDR3 da
compreende a SEQ
(d) uma CDR1 da
compreende a SEQ
(e) uma CDR2 da
compreende a SEQ
(f) uma CDR3 da
compreende a SEQ
Noutra forma de
compreende:

(a) uma CDR1 da

regido variadvel de cadeia leve due
ID NO: 67;
regido varidvel de cadeia leve que
ID NO: 78.

realizacao

e

preferida, o anticorpo

regido varidvel da cadeia pesada que

ID NO: 7
regido variavel de cadeia pesada que
ID NO: 19;
regido varidvel de cadeia pesada que
ID NO: 30;

regido variadvel da cadeia leve dque
ID NO: 57;

regido varidvel de cadeia leve que
ID NO: 68; e

regido variadvel de cadeia leve dque
ID NO: 79.

realizagdo preferida, o anticorpo
regido variavel da cadeia pesada que
ID NO: 8;

regido varidvel de cadeia pesada que
ID NO: 20;

regido variavel de cadeia pesada que
ID NO: 31;

regido varidvel da cadeia leve que
ID NO: 58;

regido variadvel de cadeia leve dque
ID NO: 69; e

regido variavel de cadeia leve que
ID NO: 80.

realizacdo preferida, o anticorpo

regido varidvel da cadeia pesada que
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compreende a SEQ ID NO: 9;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 21;
(c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 32;
(d) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 59;
(e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 70; e
(f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 81.

Numa outra forma de realizacdo preferida, o anticorpo

compreende:

(a) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 10 ou 11;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 22;
(c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 33;
(d) uma CDR1 da regido varidvel da cadeia leve gue
compreende a SEQ ID NO: 60;
() uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 71; e
(f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 82.

Noutra forma de realizacdo preferida, o anticorpo

compreende:

(a) uma CDR1 da regido variavel da cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 12;
(b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 23;
(c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 34;
(d) uma CDR1 da regido variavel da cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 61;
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() uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 72; e

(f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 83.

Anticorpos Que tém Sequéncias da Linha Germinativa

Particulares

Em certas formas de realizacdo, um anticorpo da
invencdo compreende uma regido variavel de cadeia pesada de
um gene da 1munoglobulina de cadeia pesada da linha
germinativa particular e/ou uma regido varidvel de cadeia
leve de um gene da imunoglobulina de cadeia leve da linha
germinativa particular.

Como é demonstrado no presente documento, oS
anticorpos humanos especificos para IP-10 foram preparados
de modo que compreendessem uma regido varidvel de cadeia
pesada que € o produto de um gene VH 3-33, gene VH 3- 30.3,
gene VH 5-51 ou gene Vy 4-61 da linha germinativa humana.
Consequentemente, a invencao proporciona um anticorpo
monoclonal isolado, ou uma porcgdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, em que o anticorpo compreende uma regido varidvel de
cadeia pesada que é o produto de, ou derivada a partir de
um gene Vy da linha germinativa humana selecionado a partir
do grupo que consiste em: Vg 3-33, Vg 3-30.3, Vg 5-51 e Vjy
4-61. De preferéncia, o anticorpo ¢é especifico para um
polipéptido de IP-10 humano (por exemplo, que compreende a
sequéncia de Genbank Acc. No. NP_ 001556).

Também como € demonstrado no presente documento,
anticorpos humanos especificos para IP-10 foram preparados
de modo que compreendessem uma regido varidvel de cadeia
leve que é o produto derivado de um gene Vk A27, gene Vi
LI5, gene Vk L6 ou gene Vk L18 da linha germinativa humana.
Consequentemente, a 1nvencdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado, ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, em que o anticorpo compreende uma regido variavel da

cadeia leve que €& o produto de, ou derivada a partir de um
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gene Vy da linha germinativa humana selecionado a partir do
grupo gue consiste em: V¢ A27, Vy L15, Vy L6 e Vyx L18. De
preferéncia, o anticorpo é especifico para um polipéptido
de IP-10 humano (por exemplo, que compreende a sequéncia de
Genbank Acc. No. NP_ 001556).

Anticorpos preferidos da presente invencdo sao 0s que
compreendem uma regido varidvel da cadeia pesada que é o
produto de, ou derivada a partir de um dos genes Vy da
linha germinativa humana acima listados e que compreende
também uma regido variadvel de cadeia leve que é o produto
de, ou derivada a partir de um dos genes Vy da linha
germinativa humana acima listados. Consequentemente, noutra
forma de realizacdo, a 1invencdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado, ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, em gque o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel da cadeia pesada que € o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vy da
linha germinativa humana selecionado a partir do
grupo gue consiste em: Vg 3-33, Vg 3-30.3, Vg 5-51 e
Vg 4-61; e

(b) uma regido varidvel de cadeia 1leve que é o
produto de, ou derivada a partir de um gene Vi da
linha germinativa humana selecionado a partir do
grupo gue consiste em: Vyx A27, Vyx L15, Vyx L6 e Vy L18.
De preferéncia, o anticorpo ¢é especifico para um

polipéptido de IP-10 humano (por exemplo, que

compreende a sequéncia de Genbank Acc. No. NP_
001556) .
A invencgao também proporciona anticorpos que

compreendem combinag¢des preferidas de regides varidveis de
cadeia pesada e leve que sao o produto de, ou derivadas a
partir de genes Vy e Vy da linha germinativa. Por exemplo,
numa forma de realizacado preferida, a invengao proporciona
um anticorpo monoclonal isolado, ou uma porcao de ligacao a

antigénio do mesmo, em gue o anticorpo:
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(a) compreende uma regido variadvel da cadeia pesada
que é o produto de, ou derivada a partir de um gene
Vg 3-33 humano (que codifica a sequéncia de
aminodcidos estabelecidas na SEQ ID NO: 47;

(b) compreende uma regido varidvel da cadeia leve que
¢ o produto de, ou derivada a partir de um gene Vi
A27, L15 ou L6 humano (que codifica as sequéncias de
aminoacidos estabelecidas nas SEQ ID NOs: 95, 98 e
97, respetivamente); e

(c) que se liga especificamente a IP-10.

Numa forma de realizacdo, o anticorpo compreende uma
regido varidvel da cadeia leve que ¢é o produto de, ou
derivada apartir de um gene Vy A27 humano. Exemplos de
anticorpos que tem Vg e Vg de Vg 3-33 e Vyx A27,
respectivamente, incluem 1D4, 2GI1, 6A5, 6A83, 10A12 e
10A12S. Noutra forma de realizacdo, o anticorpo compreende
uma regido varidvel de cadeia leve que é o produto de, ou
derivada a partir de um gene Vg L15 humano. Um exemplo de
um anticorpo que tem Vg e Vx de Vy 3-33 e Vyx L15,
respectivamente, ¢é 7C10. Noutra forma de realizacgdo, o
anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia leve de
um gene Vy L6 humano. Um exemplo de um anticorpo que tem Vy
e Vg deVy 3-33 e Vk L6, respectivamente, & 1E1.

Noutra forma de realizacdo preferida, a invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado, ou uma pPOrgao
de ligagdo a antigénio do mesmo, em que o anticorpo:

(a) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
de, ou derivada a partir de um gene Vg 3-30.3 humano
(que codifica a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID NO: 48);

(b) compreende uma regido variavel de cadeia leve de,
ou derivada a partir de humano gene Vy L6 humano (que
codifica a sequéncia de aminodcidos estabelecida na
SEQ ID NO: 96); e

(c) se liga especificamente a IP-10.
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Exemplos de anticorpos que tém Vy e Vx de Vy 3-30,3 e Vi L6,
respectivamente, incluem 6Bl10 e 8F6.

Noutra forma de realizacdo preferida, a invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado, ou uma POrgao
de ligacdo a antigénio do mesmo, em gque o anticorpo:

(a) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
de, ou derivada a partir de um gene Vy 5-51 humano
(que codifica a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID NO: 49);
(b) compreende uma regido varidvel de cadeia leve de,
ou derivada a partir de humano gene Vi L18 humano
(que codifica a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID NO: 97); e
(c) se liga especificamente a IP-10.
Um exemplo de um anticorpo que tem Vy e Vg de Vg 5-51 e Vi
L18, respectivamente, é 3C4.

Noutra forma de realizacdo preferida, a 1invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado, ou uma POrgao
de ligacdo a antigénio do mesmo, em que o anticorpo:

(a) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
de, ou derivada a partir de um gene Vy 4-61 humano
(que codifica a sequéncia de aminoacidos estabelecida
na SEQ ID NO: 50);
(b) compreende uma regido varidvel de cadeia leve de,
ou derivada a partir de humano gene Vy A27 humano
(que codifica a sequéncia de aminodcidos estabelecida
na SEQ ID NO: 95); e
(c) se liga especificamente a IP-10.
Um exemplo de um anticorpo que tem Vg e Vg de Vg 4-61 e Vi
A27, respectivamente, & 13C4.

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo
humano compreende as regides varidveis de cadeia pesada ou
leve que é "o produto de" ou "derivado de" uma sequéncia da
linha germinativa particular se as regides variaveis do

anticorpo sao obtidas de um sistema gque use genes da
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imunoglobulina da linha germinativa humana. Tais sistemas
incluem imunizar um ratinho transgénico que carrega genes
da imunoglobulina humana com o antigénio de interesse ou
rastrear uma biblioteca de gene da imunoglobulina humana
demonstrada no fago com o antigénio de interesse. Um
anticorpo humano que é "o produto de" ou "derivado de" uma
sequéncia de imunoglobulina da linha germinativa humana
pode ser identificada como tal comparando-se a sequéncia de
aminodcidos do anticorpo humano com as sequéncias de
aminodcido das imunoglobulinas da linha germinativa humana
e seleccionando a sequéncia de imunoglobulina da linha
germinativa humana que for mais prdéxima na sequéncia (isto
¢, a maior % de identidade) com a sequéncia do anticorpo
humano. Um anticorpo humano que ¢é "o produto de"™ ou
"derivado de"™ uma sequéncia de imunoglobulina da 1linha
germinativa humana particular pode conter diferengas de
aminodcido quando comparado com a sequéncia da linha
germinativa, devido, por exemplo, as mutacgdes somaticas que
ocorrem naturalmente ou a introducdo intencional da mutacéo
direccionada ao local. Entretanto, um anticorpo humano
seleccionado tipicamente ¢é pelo menos 90 % idéntico em
sequéncia de aminodcidos a uma sequéncia de aminoéacido
codificada por um gene da 1munoglobulina da linha
germinativa humana e contém residuos de aminodcido que
identificam o anticorpo humano como sendo humano quando
comparado com as sequéncias de aminodcido da imunoglobulina
da linha germinativa de outras espécies (por exemplo, as
sequéncias da linha germinativa de murino). Em certos
casos, um anticorpo humano pode ser pelo menos 95 % ou
ainda pelo menos 96 %, 97 %, 98 % ou 99 % idéntico na
sequéncia de aminoadcidos com a sequéncia de aminocdcidos
codificada pelo gene da imunoglobulina da linha
germinativa. Tipicamente, um anticorpo humano derivado de
uma sequéncia da linha germinativa humana particular néao

demonstrard mais de 10 diferencas de aminoédcido da
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sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene da
imunoglobulina da 1linha germinativa humana. Em certos
casos, o anticorpo humano ndo pode demonstrar mais do que 5
ou ainda ndo mais do que 4, 3, 2 ou 1 diferenca de
aminodcido da sequéncia de aminodcidos codificada pelo gene
da imunoglobulina da linha germinativa.

Anticorpos Homdlogos

Ainda noutra forma de realizacdo, um anticorpo da
invengcdo compreende regides varidveis de cadeia pesada e
leve que compreendem as sequéncias de aminodcidos que séo
homdélogas as sequéncias de aminodcidos dos anticorpos
preferidos descritos no presente documento, e em qgque o0s
anticorpos conservem as propriedades funcionais desejadas
dos anticorpos anti-IP-10 da invencgao.

Por exemplo, a 1invencao proporciona um anticorpo
monoclonal isolado, ou porcdao de ligacgcdo a antigénio do
mesmo, que compreende uma regido variadvel de cadeia pesada
e uma regido varidvel da cadeia leve, em que:

(a) a regido varidvel de cadeia pesada compreende uma
sequéncia de aminocdcidos que ¢é pelo menos 80%
homéloga a uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 35-46;
(b) a regido varidvel de cadeia leve compreende uma
sequéncia de aminocdcidos que €& pelo menos 80%
homéloga a uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 84-94;
(c) o anticorpo liga-se especificamente a IP-10, e
(d) o anticorpo exibe, pelo menos, uma das seguintes
propriedades funcionais:

(i) o anticorpo inibe a ligacdo de IP-10 a CXCR3;

(1i) o anticorpo inibe o fluxo de calcio induzido

por IP-10;

(iii) o anticorpo inibe a migracdo celular induzida

por IP-10;

(iv) o anticorpo reage de forma cruzada com a IP-10
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de macaco rhesus;

(v) o anticorpo néo reage de forma cruzada com a
IP-10 de ratinho;

(vi) o anticorpo ndo reage de forma cruzada com MIG
humano;

(vii) o anticorpo nao reage de forma cruzada com
ITAC humano.

Em varias formas de realizacdo, o anticorpo pode
apresentar uma ou mais, duas ou mais, trés ou mais, quatro
ou mais, c¢inco ou mais, seis ou mais das propriedades
funcionais listadas como (d) a (j) acima. O anticorpo pode
ser, ©por exemplo, um anticorpo humano, um anticorpo
humanizado ou um anticorpo guimérico.

Noutras formas de realizacao, as sequéncias de
aminodcidos Vi e/ou Vp podem ser 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% homdélogas as sequéncias acima estabelecidas. Um
anticorpo que possul regibdes Vy e Vp possuindo elevada
(isto é, 80% ou mais) homologia com as regides Vyz e V; de
SEQ ID NOs: 35-46 e 84-94, respetivamente, podem ser
obtidas através de mutagénese (por exemplo, mutagénese
sitio-dirigida ou mediada por PCR) de moléculas de Aacidos
nucleicos que codificam as SEQ ID NO: 35-46 e/ou 84-94,
seguidas pelos testes da funcédo retida do anticorpo
alterado codificado (isto €, as fungdes estabelecidas em
(c) a (j) acima) utilizando os ensaios funcionais descritos
no presente documento.

Tal como usado no presente documento, a percentagem de
homologia entre duas sequéncias de aminocacidos é
equivalente a percentagem de identidade entre as duas
sequéncias. A percentagem de identidade entre as duas
sequéncias é uma funcdo do numero de posicbes 1idénticas
partilhadas pelas sequéncias (isto é, % de homologia = # de
posicgdes idénticas/# total de posigdes x 100), tendo em
conta o numero de intervalos, e o comprimento de cada

intervalo, que precisam de ser introduzidos para
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alinhamento 6timo das duas sequéncias. A comparacgdo de
sequéncias e determinacdo da percentagem de identidade
entre duas sequéncias pode ser realizada usando um
algoritmo matemdtico, conforme descrito nos exemplos néao
limitativos a seguir.

A percentagem de identidade entre duas sequéncias de
aminodcidos pode ser determinada utilizando o algoritmo de
E. Meyers e W. Miller (Comput. Appl Biosci., 4:11-17
(1988)) que foi incorporado no programa ALIGN (versao 2.0),
usando uma tabela de peso de residuos PAM120, uma
penalidade de comprimento de intervalo de 12 e uma
penalidade de intervalo de 4. Além disso, a percentagem de
identidade entre duas sequéncias de aminodcidos pode ser
determinada utilizando o algoritmo de Needleman e Wunsch
(J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) gque foi incorporado no
programa GAP no pacote de software GCG (disponivel em
http://www.gcg.com), utilizando uma matriz de Blossum 62 ou
uma matriz PAM250, e um peso de intervalo de 16, 14, 12,
10, 8, 6 ou 4 e um peso do comprimento de 1, 2, 3, 4, 5 ou
6.

Adicionalmente, ou em alternativa, as sequéncias de
proteina da presente invengdo pode ainda ser utilizadas
como uma "sequéncia de consulta" para realizar uma pesquisa
em bases de dados publicas para, por exemplo, identificar
sequéncias relacionadas. Tais pesquisas podem ser
realizadas com o programa XBLAST (versdo 2.0) de Altschul,
et al (1990) J. Mol. Biol. 215:403- 10. As pesguisas BLAST
de proteinas podem ser realizadas com o programa XBLAST,
pontuacao = 50, comprimento de palavra = 3 para se obter
sequéncias de aminodcidos homdélogas as moléculas de
anticorpo da invencgao. Para obter alinhamentos com
intervalos para fins de comparacao, Gapped BLAST pode ser
utilizados como descrito em Altschul et al, (1997) Nucleic.
Acids Res. 25(17) :3389-3402_. Quando se utilizam o0s
programas BLAST e Gapped BLAST, o0s parémetros predefinidos
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dos programas respetivos (por exemplo, XBLAST e NBLAST)
podem ser utilizados. Veja-se http: //www.ncbi.nlm.nih.gov.
Anticorpos com modificacgdes conservativas
Em certas formas de realizacdo, um anticorpo da
invengdo compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 e uma regiédo
varidvel de cadeia leve compreendendo as sequéncias CDRI1,
CDR2 e CDR3, em gque uma ou mais destas sequéncias CDR
compreendem sequéncias de aminodcidos especificadas com
base nos anticorpos ©preferidos descritos no presente
documento (por exemplo, 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6AL, 6A8, 6B10,
7C10, 8F6, 10A12, 10A12S ou 13C4), ou modificacdes
conservativas dos mesmos, € em que oS anticorpos retém as
propriedades funcionais desejadas dos anticorpos anti-IP-10
da invencao. Por conseguinte, a invencdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacdo ao
antigénio do mesmo, que compreende uma regido varidvel de
cadeia pesada compreendendo sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 e
uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo sequéncias
CDR1, CDR2 e CDR3, em que:
(a) a sequéncia CDR3 da regido variavel da cadeia
pesada compreende uma sequéncia de aminoéacidos
selecionada a partir do grupo dque consiste em
sequéncias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 24-34, e
modificacdes conservativas das mesmas;
(b) a sequéncia CDR3 da regido vwvariavel de cadeia
leve compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste na
sequéncia de aminodcidos ou SEQ ID NOs: 73-83, e
modificagdes conservativas das mesmas;
(c) o anticorpo se liga especificamente a IP-10, e
(d) o anticorpo exibe, pelo menos, uma das seguintes
propriedades funcionais:
(i) o anticorpo inibe a ligacdo de IP-10 a CXCR3;

(ii) o anticorpo inibe o fluxo de calcio induzido
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por IP-10;

(iii) o anticorpo inibe a migracgdo celular induzida

por IP-10;

(iv) o anticorpo reage de forma cruzada com a IP-10

de macaco rhesus;

(v) o anticorpo nao reage de forma cruzada com a

IP-10 de ratinho;

(vi) o anticorpo néo reage de forma cruzada com MIG

humano;

(vii) o anticorpo ndo reage de forma cruzada com

ITAC humano.
Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia CDR2 da
regido varidvel de cadeia pesada compreende uma sequéncia
de aminodcidos selecionada a partir do grupo gue consiste
nas sequéncias de aminocdcidos de SEQ ID NOs: 13-23, e
modificacdes conservativas das mesmas; e a sequéncia CDR2
da regido varidvel de cadeia leve compreende uma sequéncia
de aminodcidos selecionada a partir do grupo gque consiste
nas sequéncias de aminodcidos de SEQ ID NOs: 62-72, e
modificagbes conservativas das mesmas. Numa outra forma de
realizacgédo preferida, a sequéncia CDR3 da regido variavel
de cadeia pesada compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo qgue consiste nas sequéncias
de aminodcidos de SEQ ID NOs: 1-12, e modificacgdes
conservativas das mesmas; e a sequéncia CDR3 da regiéo
varidvel de cadeia leve compreende uma seqgquéncia de
aminodcidos selecionada a partir do grupo gue consiste nas
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 51-61, e
modificacdes conservativas das mesmas.

Em varias formas de realizacdo, o anticorpo pode
apresentar uma ou mais, duas ou mais, trés ou mais, quatro
ou mais, c¢inco ou mais, seis ou mais das propriedades
funcionais listadas como (d) a (j) acima. Tais anticorpos
podem ser, por exemplo, anticorpos humanos, anticorpos

humanizados ou anticorpos gquiméricos.
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Conforme wutilizado no presente documento, o termo
"modificagdes de sequéncia conservativas" pretende referir-
se a modificagdes de aminodcidos que ndo afetam ou alteram
significativamente as caracteristicas de ligacéao do
anticorpo que contém a sequéncia de aminodcidos. Tais
modificacdes conservativas incluem substituicdes de
aminocdcidos, adicdes e delecgdes. As modificacgdes podem ser
introduzidas num anticorpo da presente invencao por meio de
técnicas convencionais conhecidas na técnica, tais como
mutagénese sitio-dirigida e mutagénese mediada por PCR. As
substituic¢des conservativas de aminocdcidos s&o aquelas em
que o residuo de aminodcido é substituido por um residuo de
aminocdcido com uma cadeia lateral semelhante. As familias
de residuos de aminodcidos possuindo cadeias laterais
semelhantes foram definidas na técnica. Estas familias
incluem aminodcidos com cadeias laterais Dbésicas (por
exemplo, 1lisina, arginina, histidina), cadeias laterais
4dcidas (por exemplo, &cido aspéartico, &cido glutamico),
cadeias laterais polares sem carga (por exemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina, triptofano), cadeias laterais n&o polares (por
exemplo, alanina, wvalina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadeias laterais beta-ramificadas
(por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina). Assim, um ou mais residuos de
aminodcidos dentro das regides CDR de um anticorpo da
invencdo podem ser substituidos com outros residuos de
aminodcidos a partir da mesma familia de cadeias laterais e
o anticorpo alterado pode ser testados gquanto a funcéo
retida (isto ¢é, as funcgdes estabelecidas em (c) a (J)
acima), wutilizando os ensaios funcionais descritos no
presente documento.

Anticorpos que se Ligam ao Mesmo Epitopo que os Anticorpos

Anti-IP-10 da Invengdao
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Noutra forma de realizacgdo, a 1invengdo proporciona
anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo que dos varios
anticorpos anti-IP-10 da invencao fornecidos no presente
documento, tal como outros anticorpos humanos que se ligam
ao mesmo epitopo como os anticorpos 1D4, 1E1, 2G1l,3C4, 6A5,
6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10Al1l2, 10A12S ou 13C4 descritos no
presente documento. Tais anticorpos adicionais podem ser
identificados com base em sua capacidade de competir
cruzado (por exemplo, para 1inibir competitivamente a
ligacdo de, de uma maneira estatisticamente significativa)
com outros anticorpos da invencao, tais como 1D4, 1E1, 2G1,
3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl0, 8F6, 10Al12, 10A1l2S ou 13C4 em
ensaios de ligacdo a IP-10 padrdao. A capacidade de um
anticorpo de teste de inibir a 1ligacado de, por exemplo,
1p4, 11, 2G1,3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S
ou 13C4 a IP-10 humana demonstra que o anticorpo de teste
pode competir com esse anticorpo para ligagdo a IP-10
humana; tal anticorpo pode, de acordo com teoria nao
limitativa, se ligar ao mesmo ou um epitopo relacionado
(por exemplo, um estruturalmente similar ou espacialmente
proximal) com IP-10 humana como O anticorpo com que
compete. Numa forma de realizacdo preferida, o anticorpo
que se liga a o mesmo epitopo em IP-10 humana como 1D4,
1E1, 2G1,3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7Cl10, 8F6, 10A12, 10A12S ou
13c4 ¢ um anticorpo monoclonal humano. Tais anticorpos
monoclonais humanos podem ser preparados e isolados como é
descrito nos Exemplos.

Anticorpos Manipulados e Modificados

Um anticorpo da invencdo também podem ser preparado
utilizando um anticorpo com uma ou mais das segquéncias VH
e/ou VL divulgadas no presente documento como material de
iniciacd&o para manipular um anticorpo modificado, anticorpo
modificado o qual pode ter propriedades alteradas em
relacdo ao anticorpo de iniciacdo. Um anticorpo pode ser

manipulado por modificag¢do de um ou mais residuos dentro de

48



EP2383295B1

uma ou ambas as regibdes varidveis (isto é, VH e/ou VL), por
exemplo, dentro de uma ou mais regides CDR e/ou dentro de
uma ou mais regides estruturais. Adicionalmente ou em
alternativa, um anticorpo pode ser manipulado  por
modificacgao de residuos dentro da (s) regiao (6es)
constante(s), por exemplo, para alterar a(s) funcdo (des)
efetora(s) do anticorpo.

Um tipo de manipulacdo da regido varidvel que pode ser
realizado é o enxerto de CDR. Os anticorpos interagem com
antigénios alvo predominantemente através de residuos de
aminodcidos que estao localizados nas seis regides
determinantes de complementaridade (CDR) de cadeia leve e
pesada. Por esta razdo, as sequéncias de aminodcidos dentro
das CDRs sdo mais diversas entre anticorpos individuais do
que as sequéncias fora das CDRs. Como as sequéncias CDR sao
responsaveis pela maioria das interacgdes anticorpo-
antigénio, ¢é possivel expressar anticorpos recombinantes
que imitem as propriedades de anticorpos especificos que
ocorrem naturalmente através da construgdo de vetores de
expressao que incluem sequéncias CDR do anticorpo
especifico que ocorre naturalmente enxertado em sequéncias
estruturais de um anticorpo diferente com propriedades
diferentes (veja-se, por exemplo, Riechmann, L. et al
(1998) Nature 332:323-327; Jones, P. et al (1986) Nature
321:522-525; Queen, C. et al (1989) Proc. Natl. Acad. Veja-
se EUA 86:10029-10033; documento de Patente US N.°
5.225.539 para Winter, e documentos de Patente US N.°s
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 e 6.180.370 para Queen et
al).

Por conseguinte, uma outra forma de realizacdo da
invencao diz respeito a um anticorpo monoclonal isolado, ou
uma porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo, gque compreende
uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo
sequéncias CDR1, CDR2, e CDR3 compreendendo uma sequéncia

de aminodcidos selecionada a partir do grupo gue consiste
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nas SEQ ID NOs: 1-12, SEQ ID NOs: 13-23 e SEQ ID NOs: 24-
34, respetivamente, e uma regido varidvel de cadeia leve
que compreende sequéncias CDRs, CDR2, e CDR3 compreendendo
uma sequéncia de aminodcidos selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 51-61, SEQ ID NOs: 62-72 e SEQ
ID NOs: 73-83, respetivamente. Assim, tais anticorpos
contém as sequéncias VH e VL CDR dos anticorpos monoclonais
1p4, 1E1, 2G1, 3C4, 6AL, ©6A8, 6B10, 7Cl0, 8F6, 10al2,
10A12S ou 13C4 embora possam conter diferentes sequéncias
estruturais em relacdo a estes anticorpos.

Talis sequéncias estruturais podem ser obtidas a
partir de bases de dados de ADN publicas ou referéncias
publicadas que incluem sequéncias de genes de anticorpo da
linha germinativa. Por exemplo, sequéncias de ADN da linha
germinativa para genes de regides varidveis de cadeia
pesada e leve humanas podem ser encontradas na base de
dados de sequéncias da linha germinativa humana "Vbase"
(disponivel na Internet em www.mrc-cue.cam.ac.uk/ybase),
bem como em Kabat, E.A., et al. (1991) Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicao, TU.S.
Department of Health and Human Services,, Publicacao de NIH
N.° 91-3242; Tomlinson, 1. M., et al. (1992) "The
Repertoire of Human Germline VH Sequences Reveals about
Fifty Groups of VH Segments with Different Hypervariable
Loops"™ J. Mol. Biol. 227:776-798; e Cox, J. P. L. et al.
(1994) "A Directory of Human Germ-line VH Segments Reveals
a Strong Bias in their Usage" Eur. J. Immunol. 24:827-836.

Sequéncias estruturais preferidas para utilizacdo nos
anticorpos da invencdo sado aquelas que sado estruturalmente
semelhantes as sequéncias estruturais wutilizadas ©por
anticorpos selecionados da invencao, por exemplo,
semelhantes as sequéncias de VH 3-33, 3-30.3, 4-61 ou 5-51
[SEQ ID NOS: 47-50] e/ou sequéncias estruturais de Vk A27,
L6, L18 ou L15 [SEQ ID NOS: 95-98] wutilizadas por

anticorpos monoclonais preferidos da invencgéao. As
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sequéncias de Vh CDR1, 2 e 3, e as sequéncias VL CDR1l, 2 e
3, podem ser enxertadas em regides estruturais que tém a
sequéncia idéntica a encontrada no gene de imunoglobulina
da linha germinativa da qual deriva a sequéncia estrutural,
ou as sequéncias de CDR podem ser enxertadas em regides
estruturais que contém uma ou mais mutagcdes em comparagao
com as sequéncias da 1linha germinativa. Por exemplo,
verificou-se que, em certos casos, ¢é benéfico mutar
residuos dentro das regides estruturais para manter ou
melhorar a capacidade de ligacdo ao antigénio do anticorpo
(veja—-se, por exemplo, os documentos de patente US N.°s
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 e 6.180.370 para Queen et
al.).

Outro tipo de modificacdo da regido varidvel é mutar
residuos de aminodcidos dentro das regides VH e/ou VL CDRI,
CDR2 e/ou CDR3 para melhorar assim uma ou mais das
propriedades de ligacéo (por exemplo, afinidade) do
anticorpo de interesse. A mutagénese gsitio-dirigida ou
mutagénese mediada por PCR pode ser realizada ©para
introduzir af(s) mutacdo(dées) e o efeito na 1ligagao do
anticorpo, ou outra propriedade funcional de interesse,
pode ser avaliada através de ensaios in vitro ou 1in vivo,
conforme descrito no presente documento e fornecido nos
Exemplos. Preferivelmente, modificacgdes conservativas
(conforme discutido acima) sao introduzidas. As mutacdes
podem ser substituigdes, adicoes ou delecgdes de
aminocdcidos, mas sdo de preferéncia substituicgdes. Além
disso, normalmente ndo mais do que um, dois, trés, quatro
ou cinco residuos de uma regido CDR sado alterados.

Consequentemente, noutra forma de realizacao, A
invengcdo proporciona anticorpos anti-IP-10 monoclonais
isolados, ou porcgdes de ligacdo a antigénio dos mesmos,
compreendendo uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende: (a) uma regido V, CDR1 compreendendo uma

sequéncia de aminoédcidos selecionada a partir do grupo
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consistindo nas SEQ ID NOs: 1-12, ou uma seguéncia de
aminodcidos possuindo uma, duas, trés, gquatro ou cinco
substituicbes, delecbes ou adigdes de aminoacidos, em
comparacgdo com as SEQ ID NOs: 1-12; (b) uma regido Vy CDR2
que compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 13-23, ou uma
sequéncia de aminocdcidos possuindo uma, duas, trés, quatro
ou cinco substituicgdes, delecgdes ou adigdes de aminodcidos,
em comparacado com as SEQ ID NOs: 13-23; (c¢) uma regiao Vg
CDR3 gue compreende uma sequéncia de aminodcidos
selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
24-34, ou uma sequéncia de aminodcidos possuindo uma, duas,
trés, quatro ou cinco substituicdes, delecdes ou adigdes de
aminocdcidos, em comparacdo com as SEQ ID NOs: 24-34; (d)
uma regidao Vp CDR1 compreendendo  uma sequéncia de
aminocdcidos selecionada a partir do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 51-61, ou uma sequéncia de aminocdcidos
possuindo uma, duas, trés, quatro ou cinco substituicgdes,
delecdes ou adicgdes de aminoadcidos, em comparacdo com as
SEQ ID NOs: 51-61; (e) uma regido VL CDR2 compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos selecionada a partir do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 62-72, ou uma sequéncia de
aminodcidos possuindo wuma, duas, trés, gquatro ou cinco
substituicdes, delec¢des ou adigdes de aminodcidos, em
comparagdo com as SEQ ID NOs: 62-72; e (f) uma regido Vi
CDR3 que compreende uma sequéncia de aminodacidos
selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
73-83, ou uma seqgquéncia de aminoacidos possuindo uma, duas,
trés, quatro ou cinco substituicg¢des, delec¢des ou adigdes de
aminodcidos, em comparacdo com as SEQ ID NOs: 73-83.

Uma mutacdo de substituicdo preferida da invencdo & a
substituicdo de um residuo de serina pelo residuo de
cisteina na posicdo 32, dentro da CDR1l, da cadeia VH do mAb
10A12. Esta forma modificada do 10A12 ¢é referida no

presente documento como 10A12S. A sequéncia de aminodcidos
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da cadeia VH do 10A12 é mostrada na SEQ ID NO: 44 e a
sequéncia de aminocédcidos da cadeia VH de 10A12S é mostrada
na SEQ ID NO: 45.

Os anticorpos manipulados da invencgdo incluem aqueles
nos gquais as modificacgdes foram feitas para os residuos
estruturais dentro de Vg e/ou Vi, por exemplo, para
melhorar as propriedades do anticorpo. Tipicamente, tais
modificacdes estruturais sado feitas para diminuir a
imunogenicidade do anticorpo. Por exemplo, uma abordagem
consiste em "retromutar" um ou mais residuos estruturais
para a sequéncia da linha germinativa correspondente. Mais
especificamente, um anticorpo que sofreu mutacdo somadtica
pode conter residuos estruturais que diferem da segquéncia
da linha germinativa a partir da gqual o anticorpo &
derivado. Estes residuos podem ser identificados por
comparacdo das sequéncias estruturais do anticorpo com as
sequéncias da 1linha germinativa a partir das quais o
anticorpo é derivado. Por exemplo, para 6A5, o residuo de
aminocdcido #2 (dentro de FR1) de Vy, €& uma metionina
enquanto este residuo na sequéncia da linha germinativa Vg
3-33 correspondente é uma valina (veja-se a Figura 12).
Para devolver as sequéncias da regido estrutural para a sua
configuragdo de linha germinativa, as muta¢des somaticas
podem ser T"retromutatadas" para a sequéncia da linha
germinativa através de, por exemplo, mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo,
residuo 2 da Vy de 6A5 pode ser "retromutado” de metionina
para valina). Tails anticorpos "retromutados" também se
destinam a ser abrangidos pela invencéo.

Outro tipo de modificacao estrutural envolve a mutacao
de um ou mais residuos dentro da regido estrutural, ou
mesmo dentro de uma ou mails regides CDR, para remover O0sS
epitopos de células T para deste modo reduzir a
imunogenicidade potencial do anticorpo. Esta abordagem

z

também ¢é conhecida como "desimunizacdo" e é descrita em
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detalhe adicional na Publicacdo de Patente US N.°
20030153043 por Carr et al.

Adicionalmente ou em alternativa as modificacgdes
feitas dentro das regides estruturais ou CDR, o0s anticorpos
da invencdao podem ser manipulados para incluir modificacdes
dentro da regido Fc¢, tipicamente, para alterar uma ou mais
propriedades funcionais do anticorpo, tais como a semi-vida
sérica , fixacdo do complemento, ligacdo ao receptor Fc,
e/ou citotoxicidade celular dependente de antigénio. Além
disso, um anticorpo da invencdo pode ser quimicamente
modificado (por exemplo, uma ou mais fragdes quimicas podem
ser ligadas ao anticorpo) ou ser modificado para alterar a
sua glicosilagdo, novamente para alterar uma ou mais
propriedades funcionais do anticorpo. Cada wuma destas
formas de realizacdo é descrita em mais detalhe abaixo. A
numeracdo dos residuos na regido Fc € aquela do indice EU
de Kabat.

Numa forma de realizacao, a regidao de dobradica de CHI1
¢ modificada de tal modo que o numero de residuos de
cisteina na regido de dobradiga ¢é alterado, por exemplo,
aumentado ou diminuido. Esta abordagem é descrita
adicionalmente no documento de Patente US N.° 5.677.425 por
Bodmer et al. O numero de residuos de cisteina na regido de
dobradica de CH1 é alterada para, por exemplo, facilitar a
montagem das cadeias leves e pesadas ou para aumentar ou
diminuir a estabilidade do anticorpo.

Noutra forma de realizacdo, a regidao de dobradica Fc
de um anticorpo é mutada para reduzir a semi-vida bioldgica
do anticorpo. Mais especificamente, uma ou mais mutacdes de
aminodcidos sdo introduzidas na regido de interface do
dominio CH2-CH3 do fragmento de dobradica Fc de modo que o
anticorpo tem ligacéo comprometida a proteina A
estafilocdédcica (SpA) em relacgdo a ligacdo a SpA do dominio
de dobradica-Fc nativo. Esta abordagem estd descrita em
mais detalhe no documento de Patente US N.° 6.165.745 por
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Ward et al.

Noutra forma de realizacdo, o anticorpo é modificado
para aumentar a sua semi-vida bioldégica. Varias abordagens
sdo possiveis. Por exemplo, uma ou mais das seguintes
mutacgdes podem ser introduzidas: T252L, T254S5, T256F,
conforme descrito no documento de Patente US N.° 6.277.375
para Ward. Alternativamente, para aumentar a semi-vida
bioldégica, o anticorpo pode ser alterado dentro da regido
CH1 ou CL para conter um epitopo de ligacgdo de recetor de
salvamento tomado de duas ansas de um dominio CH2 de uma
regido Fc de uma IgG, tal como descrito nos documentos de
Patente US N.°s 5.869.046 e 6.121.022 por Presta et al.

Ainda noutras formas de realizacgcdo, a regidao Fc ¢é
alterada por substituicdo de pelo menos um residuo de
aminocdcido por um residuo de aminodcido diferente para
alterar af(s) funcéo(des) efetora(s) do anticorpo. Por
exemplo, um ou mais aminodcidos selecionados de entre os
residuos de aminoacido 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 e
322 podem ser substituidos com um residuo de aminodcido
diferente de modo que o anticorpo tenha uma afinidade
alterada para um ligando efetor mas retenha a capacidade de
ligagdo ao antigénio do anticorpo mde. O ligando efetor
para o qual se altera a afinidade pode ser, por exemplo, um
recetor Fc ou o componente Cl do complemento. Esta
abordagem ¢é descrita em maior detalhe nos documentos de
Patente US N.°%s 5.624.821 e 5.648.260, ambas por Winter et
al.

Num outro exemplo, um ou mals aminodcidos selecionados
de entre os residuos de aminodcido 329, 331 e 322 podem ser
substituidos com um residuo de aminodcido diferente de tal
forma que o anticorpo tem 1ligagdo Clg alterada e/ou
citotoxicidade dependente do complemento (CDC) reduzida ou
abolida. Esta abordagem ¢é descrita em mais detalhe no
documento de Patente US N.° 6.194.551 por Idusogie et al.

Num outro exemplo, um ou mais residuos de aminodcidos
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dentro das posig¢bes de aminoacidos 231 e 239 sdo alteradas
para alterar assim a capacidade do anticorpo para fixar o
complemento. Esta abordagem ¢é descrita adicionalmente na
Publicacdo PCT WO 94/29351 por Bodmer et al.

Ainda noutro exemplo, a regido Fc € modificada para
aumentar a capacidade do anticorpo para mediar a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e/ou
para aumentar a afinidade do anticorpo para um receptor Fcy
por modificacdo de um ou mais aminoadcidos nas seguintes
posigbes: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265,
267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289,
290 , 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307,
309, 312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330, 331, 333,
334, 335, 337 , 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388,
389, 398, 414, 416, 419, 430, 434, 435, 437, 438 ou 439.
Esta abordagem é descrita adicionalmente na Publicagdo PCT
WO 00/42072 por Presta. Além disso, os sitios de ligacdo na
IgG 1 humana para FcyRl, FcyRII, FcyRIITI e FcRn foram
mapeados e variantes com ligacdo melhorada foram descritas
(veja—-se Shields, R.L. et al (2001) J. Biol. Chem.
276:6591-6604 ). Mutacdes especificas nas posicgdes 256,
290, 298, 333, 334 e 339 demonstraram melhorar a ligacédo a
FcyRIII. Além disso, os seguintes mutantes de combinacgao
demonstraram melhorar a ligagdo a FcyRIII: T256A/S298A,
S298A/E333A, S298A/K224A e S298A/E333A/K334A.

Ainda noutra forma de realizacgdo, a glicosilacao de um
anticorpo é modificada. Por exemplo, um anticorpo
aglicosilado pode ser feito (isto é, o anticorpo carece de
glicosilacgao). A glicosilagdo pode ser alterada para, por
exemplo, aumentar a afinidade do anticorpo para o0
antigénio. Tais modificacgdes de hidratos de carbono podem
ser conseguidas através de, por exemplo, alteracdo de um ou
mais sitios de glicosilacdo dentro da sequéncia do
anticorpo. Por exemplo, wuma ou mais substituicdes de

aminodcidos podem ser feitas, que resultam na eliminacdo de
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um ou mais sitios wvariédveis de glicosilacdo de regiédo
estrutural para eliminar assim a glicosilacdo nesse sitio.
Tal aglicosilacdo pode aumentar a afinidade do anticorpo
para o antigénio. Tal abordagem estd descrita em mais
detalhe nos documentos de Patente US N.°s 5.714.350 e
6.350.861 por Co et al.

Adicionalmente, ou em alternativa, pode ser feito um
anticorpo, que tem um tipo de glicosilacdo alterado, tal
como um anticorpo hipofucosilado tendo quantidades
reduzidas de residuos fucosilo ou um anticorpo tendo
estruturas bissectoras GlcNAc aumentadas. Tais padrdes de
glicosilacdo alterados demonstraram aumentar a capacidade
de ADCC dos anticorpos. Tais modificagdes de hidratos de
carbono podem ser conseguidas através de, por exemplo,
expressao do anticorpo numa célula hospedeira com
maquinaria de glicosilacdo alterada. As células com
maquinaria de glicosilacdo alterada foram descritas na
técnica e podem ser utilizadas como células hospedeiras nas
quais expressar anticorpos recombinantes da invengdo, para
desse modo produzir um anticorpo com glicosilacido alterada.
Por exemplo, o documento EP 1.176.195 por Hanai et al.
descreve uma linha celular com um gene FUT8 funcionalmente
interrompido, que codifica uma fucosil transferase, de tal
modo que o0s anticorpos expressos numa tal linha celular
exibem hipofucosilagdo. A Publicagdo PCT WO 03/035835 por
Presta descreve uma linha celular CHO variante, células
Lecl3, com capacidade reduzida para se ligar a fucose para
hidratos de carbono ligados a Asn (297), resultando também
na hipofucosilacdo de anticorpos expressos naquela célula
hospedeira (veja-se também Shields, R.L. et al (2002) 277

J. Biol Chem. 277:26733-26740). A Publicacdo PCT WO
99/54342 por Umana et al. descreve linhas celulares
manipuladas para expressar glicosilo transferases

modificadoras de glicoproteinas (por exemplo, beta(l,4)-N-

acetilglucosaminiltransferase III (GnTIII)) de tal modo que
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0s anticorpos expressos em linhas celulares manipuladas
exibem estruturas Dbissectoras GlcNAc aumentadas, o dque
resulta em atividade ADCC aumentada dos anticorpos (veja-se
também Umana et al (1999) Nat. Biotech. 17:176-180).

Uma outra modificacdo dos anticorpos do presente
documento que é contemplada pela invencdo é a peguilacéo.
Um anticorpo pode ser peguilado para, por exemplo, aumentar
a semi-vida bioldgica (por exemplo, sérica) do anticorpo.
Para peguilar um anticorpo, o anticorpo, ou fragmento do
mesmo, tipicamente faz-se reagir com polietilenoglicol
(PEG), tal como um éster ou aldeido reativos derivados de
PEG, sob condicdes em gque um ou mais grupos de PEG se ligam
ao anticorpo ou fragmento do anticorpo. Preferivelmente, a
peguilacdo é realizada através de uma reacdo de acilacgao ou

uma reacdo de alquilacdo com uma molécula de PEG reativa

(ou um polimero soltvel em Aagua reativo andlogo). Tal como
utilizado no presente documento, o) termo
"polietilenoglicol"™ destina-se a englobar qualquer das

formas de PEG que foram utilizadas para derivatizar outras
proteinas, tais como mono (C1-C10) alcoxi ou ariloxi
polietilenoglicol ou polietilenoglicol-maleimida. Em
determinadas formas de realizacdo, o anticorpo a ser
peguilado €é um anticorpo aglicosilado. Métodos para a
peguilacdo de proteinas sao conhecidos na técnica e podem
ser aplicados aos anticorpos da presente invencédo. Veja-se,
por exemplo, os documentos EP 0 154 316 por Nishimura et
al. e EP 0 401 384 por Ishikawa et al.

Métodos de Manipulagdo de Anticorpos

Como discutido acima, os anticorpos anti-IP-10 que tém
sequéncias Vg e Vy divulgadas no presente documento podem
ser wutilizados para criar anticorpos anti-IP-10 novos,
modificando as sequéncias Vi e/ou Vi, ou a(s) regido(des)
constante(s) a elas ligadas. Assim, num outro aspeto da
invencdo, as caracteristicas estruturais de um anticorpo

anti-IP-10 da invencgao, por exemplo, 1D4, 1E1, 2G1, 3C4,
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6A5, 6A8, 6B10, 7C10, @8F6, 10A12, 10A12S ou 13C4, sao
utilizadas para criar anticorpos anti-IP-10 estruturalmente
relacionados que retém pelo menos uma propriedade funcional
dos anticorpos da invencédo, tais como ligacdo a IP-10
humana e IP-10 de macaco rhesus, mas ndo a IP-10 de ratinho
ou MIG humano ou ITAC humano, e também inibir uma ou mais
propriedades funcionais da IP-10 (por exemplo, a ligacdo a
CXCR3, fluxo de céalcio, gquimiotaxia). Por exemplo, uma ou
mais regides CDR de 1D4, 1E1,2G1,3C4, 6A5, 6A8, 6B10, 7C10,
8F6, 10A12, 10A12S ou 13C4, ou mutagdes das mesmas, podem
ser combinadas de forma recombinante com regides
estruturais conhecidas e/ou outras CDR para criar,
anticorpos anti-IP-10 da invencdo, adicionais e manipulados
de forma recombinante, como discutido acima. Outros tipos
de modificagbes incluem as descritas na secc¢do anterior. O
material de iniciacdo para o método de manipulacdo é uma ou
mais das sequéncias Vy e/ou Vp fornecidas no presente
documento, ou uma ou mais regides CDR das mesmas. Para
criar o anticorpo manipulado, ndo & realmente necesséario
preparar (ou seja, expressar como uma proteina) um
anticorpo com uma ou mais das sequéncias Vi e/ou Vi
fornecidas no presente documento, ou uma ou mails regides
CDR das mesmas. Em vez disso, a informacdo contida na(s)
sequéncia(s) é utilizada como o material de iniciacédo para
criar sequéncia(s) de "segunda geracao" derivada(s) da(s)
sequéncia(s) original (ais) e, em seguida, a(s) sequéncia(s)
de "segunda geracao" é(sdo) preparada(s) e expressal(s) como
uma proteina.

Consequentemente, noutra forma de realizacéao, a
invencdo proporciona um método para a preparacdo de um
anticorpo anti-IP-10 que compreende:

(a) proporcionar (i) uma sequéncia de anticorpo da
regido varidvel de cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia CDR1 selecionada a partir das SEQ ID NOs:

5, 9 e 1, uma sequéncia CDR2 selecionada a partir das
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SEQ ID NOs: 7, 21 e 13 e wuma sequéncia CDR3
selecionada a partir das SEQ ID NOs: 28, 32 e 24; ou
(ii) uma sequéncia de anticorpo da regido variavel de
cadeia leve compreendendo uma sequéncia CDR1
selecionada a partir das SEQ ID NOs: 55, 59 e 51, uma
sequéncia CDR2 selecionada a partir das SEQ ID NOs:
66, 70 e 62 e uma sequéncia CDR3 selecionada a partir
do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 77, 81 e 73;

(b) alterar pelo menos um residuo de aminoéacido
dentro da sequéncia de anticorpo da regido variéavel
de cadeia pesada e/ou da sequéncia de anticorpo da
regido varidvel de cadeia leve para criar, pelo
menos, uma sequéncia de anticorpo alterada; e

(c) expressar a sequéncia de anticorpo alterada como
uma proteina.

Técnicas de Dbiologia molecular padrao podem ser
utilizadas ©para ©preparar e expressar a sequéncia de
anticorpo alterada.

De preferéncia, o) anticorpo codificado pela(s)
sequéncia(s) de anticorpo alteradas ¢é um anticorpo gue
retém uma, algumas ou todas as propriedades funcionais dos
anticorpos anti IP-10 descritos no presente documento,
cujas propriedades funcionais incluem, mas nao estao
limitadas a:

(1) liga-se especificamente a IP-10 humana;

(1i) inibe a ligagdo da IP-10 a CXCR3;
(iii) dinibe o fluxo de célcio induzido ppr IP-10;
(iv) inibe a migracao celular induzida por IP-10;
(v) reage de forma cruzada com a IP-10 de macaco
rhesus;
(vi) nao reage de forma cruzada com a IP-10 de
ratinho;
(vii) nédo reage de forma cruzada com MIG humana; e
(viii) ndo reage de forma cruzada com ITAC humano.

O anticorpo alterado pode apresentar uma ou mais, duas
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ou mais, trés ou mais, quatro ou mais, cinco ou mais, seis
ou mais ou sete ou mais das propriedades funcionais
estabelecidas como (i) a (viii) acima.

As propriedades funcionais dos anticorpos alterados
podem ser avaliadas utilizando ensaios padrdo disponiveis
na técnica e/ou descritos no presente documento, tais como
os apresentados nos exemplos (por exemplo, ensaios ELISA,
ensaios de fluxo de cdlcio; ensaios de quimiotaxia).

Em certas formas de realizacdo dos métodos de
manipulacédo de anticorpos da invencéao, podem ser
introduzidas mutacdes ao acaso ou seletivamente ao longo de
toda ou parte de uma sequéncia de codificacdo de um
anticorpo anti-IP-10 e os anticorpos anti-IP-10 resultantes
modificados podem ser rastreados para a atividade de
ligagcdo e/ou outras propriedades funcionais conforme
descrito no presente documento. Métodos de mutagdo foram
descritos na técnica. Por exemplo, a Publicacdo PCT WO
02/092780 por Short descereve métodos para a criacgdo e
rastreio de mutagdes de anticorpos usando mutagénese de
saturacdo, montagem de ligacd&o sintética, ou uma combinacgdo
das mesmas. Alternativamente, a Publicacgdo PCT WO 03/074679
por Lazar et al. descreve métodos de utilizacd&o de métodos
de rastreio computacionais para optimizar as propriedades
fisico-quimicas dos anticorpos.

Moléculas de Acido Nucleico Que Codificam os Anticorpos da

Invencao

Um outro aspecto da invencdo diz respeito as moléculas
de &cido nucleico que codificam os anticorpos da invencéo.
Os 4cidos nucleicos podem estar presentes em células
integrais, num lisado de célula ou numa forma parcialmente
purificada ou substancialmente pura. Um &acido nucleico é
"igolado" ou "tornado substancialmente puro" quando é
purificado longe de outros componentes celulares ou outros
contaminantes, por exemplo, outros acidos nucleicos ou

proteinas celulares, pelas técnicas padrdo, incluindo o
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tratamento alcalino/SDS, formacdo de faixa de CsCl,
cromatografia de coluna, electroforese em gel de agarose e
outros bem conhecidos na técnica. Veja-se, F. Ausubel, et
al., ed. (1987) Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing and Wiley Interscience, Nova Iorque. Um
dcido nucleico da invengdo pode ser, por exemplo, ADN ou
ARN e pode conter ou ndo sequéncias intrdénicas. Numa forma
de realizacé&o preferida, o &cido nucleico é uma molécula de
ADNc.

Os &cidos nucleicos da invencdo podem ser obtidos pela
utilizacdo de técnicas de biologia molecular padrdo. Para
0os anticorpos expressados pelos hibridomas (por exemplo,
hibridomas preparados a partir de ratinhos transgénicos que
carregam genes da imunoglobulina humana como €& descrito
mais abaixo), os ADNC que codificam as cadeias leve e
pesada do anticorpo fabricado pelo hibridoma podem ser
obtidos por meio de amplificacdo de PCR padrdo ou técnicas
de clonagem de ADNc. Para os anticorpos obtidos a partir de
uma biblioteca de gene da 1imunoglobulina (por exemplo,
utilizando técnicas de apresentagcdo de fago), o 4acido
nucleico que codifica o anticorpo pode ser recuperado da
biblioteca.

Moléculas de &cidos nucleicos perferidas da invencao
sdo aquelas que codificam as sequéncias Vg e Vy dos
anticorpos monoclonais 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 6Bl10,
7C10, 8F6, 10A12 ou 13C4. As sequéncias de ADN qgue
codificam as sequéncias Vy de 1D4, 1E1l, 2G1, 3C4, 6A5, 6AS,
6B10, 7Cl10, 8F6, 10Al2 e 13C4 sao mostradas nas SEQ ID NOs:
99 a 109, respectivamente. As sequéncias de ADN que
codificam as sequéncias Vy de 1D4, 1E1l, 2G1, 3C4, 6A5, O6AS,
6B10, 7Cl10, 8F6, 10Al2 e 13C4 sao mostradas nas SEQ ID NOs:
110 a 120, respectivamente.

Uma vez que os fragmentos de ADN que codificam os
segmentos Vg e V1 sao obtidos, estes fragmentos de ADN

podem ser ainda manipulados pelas técnicas de ADN
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recombinante padrédo, por exemplo para converter os genes da
regido wvaridvel nos genes da cadeia de anticorpo de
comprimento total, aos genes de fragmento Fab ou a um gene
scFv. Nestas manipulacdes, um fragmento de ADN que codifica
Vi, ou Vg & operativamente ligado a um outro fragmento de
ADN que codifica uma outra proteina, tal como uma regido
constante de anticorpo ou um ligador flexivel. O termo
"operativamente ligado", como é utilizado neste contexto, é
intencionado a significar que os dois fragmentos de ADN séao
unidos tal gue as sequéncias de aminodcido codificadas
pelos dois fragmentos de ADN permanecam na matriz.

O ADN isolado gque codifica a regido Vy pode ser
convertido a um gene da cadeia pesada de comprimento total
ligando-se operativamente o ADN que codifica Vg a uma outra
molécula de ADN que codifique as regides constantes de
cadeia pesada (CHI, CH2 e CH3). As sequéncias dos genes da
regido constante de cadeia pesada humanas sado conhecidas na
técnica (veja-se, por exemplo, Kabat, E. A., et al., (1991)
Sequences of Proteins of imunological Interest, Quinta
Edig¢do, U.S. Department of Health and Human Services, NIH
Publication N° 91-3242) e fragmentos de ADN que abrangem
estas regides podem ser obtidos pela amplificacdo de PCR
padrao. A regido constante de cadeia pesada pode ser uma
regido constante IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM ou
IgD, mas mals preferivelmente ¢é uma regido constante IgGl
ou IgG4. Para um gene da cadeila pesada de fragmento Fab, o
ADN que codifica Vy pode ser operativamente ligado a uma
outra molécula de ADN qgue codifica apenas a regiéo
constante da cadeia pesada CHI.

O ADN isolado gque codifica a regido Vp pode ser
convertido a um gene da cadeia leve de comprimento total
(assim como um Gene da cadeia leve de Fab) ligando-se
operativamente o ADN que codifica V; a uma outra molécula
de ADN que codifica a regido constante de cadeia leve, CL.

As sequéncias dos genes da regido constante de cadeia leve
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humanos s&o conhecidas na técnica (veja-se, por exemplo,
Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta Edicdo, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication N¢ 91-3242) e
fragmentos de ADN qgue abrangem estas regides podem ser
obtidos pela amplificacdo de PCR padrdo. A regiao constante
de cadeia 1leve pode ser uma regido constante capa ou
lambda, mas o mais preferivelmente é uma regi&o constante
capa.

Para criar um gene scFv, os fragmentos de ADN que
codificam Vh e V1 sao operativamente ligados a um outro
fragmento que codifica um ligador flexivel, por exemplo,
que codifica a sequéncia de aminodcidos (Gly,—Ser)s, tal
que as sequéncias Vy e Vi possam ser expressadas como uma
proteina de cadeia Unica contigua, com as regides Vp e Vg
unidas pelo ligador flexivel (veja-se, por exemplo, Bird et
al. (1988) Science 242:423-426; Huston et al, (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; McCafferty et al.,
(1990) Nature 348:552-554).

Producao de Anticorpos Monoclonais da Invengao

Os anticorpos monoclonais (mAbs) da presente invencéao
podem ser produzidos por uma variedade de técnicas,
incluindo a metodologia de anticorpo monoclonal
convencional por exemplo, a técnica de hibridacédo de célula
somdtica padrdo de Kohler e Milstein (1975) Nature 256:495.
Embora os procedimentos de hibridacdo de célula somética
padrédo sejam preferidos, em principio, outras técnicas para
produzir anticorpo monoclonal podem ser utilizadas por
exemplo, a transformagdo viral ou oncogénica de linfdcitos
B.

O sistema animal preferido para preparar hibridomas é
0 sistema de murino. A producdo de hibridoma no ratinho é
um procedimento muito bem estabelecido. Os protocolos de
imunizacdo e as técnicas para o isolamento de esplendcitos

imunizados ©para a fusdo s&o conhecidos na técnica.
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Parceiros de fusdo (por exemplo, células de mieloma de
murino) e procedimentos de fusdo também sdo conhecidos.

Os anticorpos guiméricos ou humanizados da presente
invengdo podem ser preparados com base na sequéncia de um
anticorpo monoclonal de murino preparado como descrito
acima. O ADN que codifica as imunoglobulinas de cadeia
pesada e leve pode ser obtido a partir do hibridoma de
murino de interesse e engenheirado para conter sequéncias
de imunoglobulina gque nao de murino (por exemplo, humanas)
utilizando técnicas da biologia molecular padrédo. Por
exemplo, para criar um anticorpo gquimérico, as regides
varidveis de murino podem ser ligadas as regides constantes
humanas utilizando métodos conhecidos na técnica (veja-se,
por exemplo, a Patente U.S. n°® 4.816.567 concedida a
Cabilly et al.). Para criar um anticorpo humanizado, as
regides de CDR de murino podem ser inseridas numa estrutura
humana utilizando métodos conhecidos na técnica (veja-se,
por exemplo, a Patente U.S. n°® 5.225.539 concedida a Winter
e Patentes U.S. 5.530.101, 5.585.089, 5.693.762 e 6.180.370
concedidas a Queen et al.).

Numa forma de realizacdo preferida, os anticorpos da
invencéao sao anticorpos humanos monoclonais. Tais
anticorpos humanos monoclonais direccionados contra a IP-10
podem ser gerados utilizando ratinhos transgénicos ou
transcromossémicos que carregam partes do sistema imune
humano ao invés do sistema de ratinho. Estes ratinhos
transgénicos e transcromossémicos incluem os ratinhos aqui
aludidos como ratinhos HuMAb e ratinhos KM ratinhos,
respectivamente e sdo coletivamente aqui aludidos como
"ratinhos Ig humanos.”

O ratinho HuMAb® (Medarex, Inc.) contém minilocais de
gene da imunoglobulina humano que codificam sequéncias de
imunoglobulina da cadeia pesada (p e Y) e cadeia leve X
humanas desarranjadas, juntamente com mutacdes

seleccionadas como alvo que inactivam os locais de cadeia p
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e K enddgeno (veja-se, por exemplo, Lonberg, et al., (1994)
Nature 368 (6474):856-859). Consequentemente, os ratinhos
exibem expressdo reduzida de IgM ou K de ratinho e em
resposta a 1imunizac&o, o0s transgenes de cadeia pesada e
leve humanos introduzidos sofrem a comutacdo de classe e a
mutacdo somdtica para gerar IgGK monoclonal humano de alta
afinidade (Lonberg, N. et al. (1994), supra; revisada em
Lonberg, N. (1994) Handbook of Experimental Pharmacology
113:49-101; Lonberg, N. e Huszar, D. (1995) Intern. Rev.
Immunol. 13:65-93 e Harding, F. e Lonberg, N. (1995) Ann.
N. Y. Acad. Sci. 764:536-546). A preparacao e utilizacao de
ratinhos HuMab e as modificagdes gendmicas portadas por
tais ratinhos, s&o ainda descritos em Taylor, L. et al.
(1992) Nucleic Acids Research 20:6287- 6295; Chen, J. et
al. (1993) International Immunology 5:647-656; Tuaillon et
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720- 3724; Choi
et al. (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. et al.,
(1993) EMBO J. 12:821-830; Tuaillon et al. (1994) J.
Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. et al., (1994)
International Immunology 6:579-591; e Fishwild, D. et al.
(1996) Nature Biotechnology 14:845-851, os conteudos de
todas as quais sdo aquil especificamente incorporados por
referéncia em sua totalidade. Veja-se ainda, as Patentes
U.S. 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.789.650,
5.877.397, 5.661.016, 5.814.318, 5.874.299 e 5.770.429;
todas concedidas a Lonberg e Kay; Patente U.S. n° 5.545,807
concedida a Surani et al.; Publicag¢des PCT N- WO 92/03918,
WO 93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 e WO
99/45962, todas concedidas a Lonberg e Kay; e Publicacéao
PCT N WO 01/14424 concedida a Korman et al.

Numa outra forma de realizacdo, os anticorpos humanos
da invencgdo podem ser incitados utilizando um ratinho que
carregue as sequéncias da imunoglobulina humana nos
transgenes e transcromossomas, tal como um ratinho que

carregue um transgene da cadeia pesada humana e um
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transcromossoma da cadeia leve humana. Tais ratinhos, aqui
aludidos como "ratinhos KM", estdo descritos em detalhes na
Publicagdo PCT WO 02/43478 concedida a Ishida et al.

Além disso ainda, sistemas de animal transgénico
alternativos que expressam genes da imunoglobulina humana
sdo disponiveis na técnica e podem ser utilizados para
incitar os anticorpos anti-IP-10 da invengdo. Por exemplo,
um sistema transgénico alternativo aludido como o Xenomouse
(Abgenix, Inc.) pode ser utilizado; tais ratinhos séao
descritos, por exemplo, nas Patentes U.S. 5.939.598;
6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 e 6.162.963 concedidas a
Kucherlapati et al.

Além disso, sistemas de animal transcromossdmicos
alternativos qgue expressam o0sS genes da imunoglobulina
humana s&do disponiveis na técnica e podem ser utilizados
para incitar anticorpos anti-IP-10 da invencd&o. Por
exemplo, ratinhos que carregam tanto um transcromossoma da
cadeia pesada humana gquanto um transcromossoma da cadeia
leve  humana, aludido como "ratinhos TC" podem ser
utilizados; tais ratinhos sao descritos em Tomizuka et al.,
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Além disso,
vacas que carregam transcromossomas das cadeias pesada e
leve humanas foram descritos na técnica (Kuroiwa et al.,
(2002) Nature Biotechnology 20:889-894) e podem ser
utilizados para incitar anticorpos anti-IP-10 da invencgao.

Anticorpos monoclonais humanos da invengdo também
podem ser preparados utilizando métodos de demonstragdo de
fago para rastrear bibliotecas de genes da imunoglobulina
humana. Tais métodos que demonstram fago para isolar
anticorpos humanos sao estabelecidos na técnica. Veja-se,
por exemplo: as Patentes U.S. 5.223.409, 5.403.484 e
5.571.698 concedidas a Ladner et al., as Patentes U.S.
5.427.908 e 5.580.717 concedidas a Dower et al., as
Patentes U.S. 5.969.108 e 6.172.197 concedidas a McCafferty
et al, e Patentes U.S. 5.885.793, 6.521.404, 6.544.731,
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6.555.313, 6.582.915 e 6.593.081 concedidas a Griffiths et
al.

Os anticorpos monoclonais humanos da invencgdo também
podem ser preparados utilizando vratinhos SCID em que
células imunes humanas foram reconstituidas tal que uma
resposta de anticorpo humano pudesse ser gerada apods
imunizacdo. Tais ratinhos s&do descritos, por exemplo, nas
Patentes U.S. 5.476.996 e 5.698.767 concedida a Wilson et
al.

Imunizagdo de Ratinhos Ig Humano

Quando ratinhos Ig humanos sdo utilizados para incitar
anticorpos humanos da invencao, tais ratinhos podem ser
imunizados com uma preparacao purificada ou enrigquecida de
antigénio de IP-10 e/ou IP- 10 recombinante ou uma proteina
de fusdo de IP-10, como € descrito por Lonberg, N. et al.
(1994) Nature 368 (6474):856-859; Fishwild, D. et al.,
(1996) Nature Biotechnology 14:845-851; e Publicagdes PCT
WO 98/24884 e WO 01/14424. Preferivelmente, os ratinhos
terdo de 6 a 16 semanas de idade na primeira infusdo. Por
exemplo, uma preparag¢do purificada ou recombinante (5 a 50
1ng) de antigénio de IP-10 pode ser usada para imunizar os
ratinhos Ig humanos intraperitonealmente.

Os procedimentos detalhados para gerar anticorpos
humanos completamente monoclonais a IP-10 sdo descritos no
Exemplo 1 abaixo. A experiéncia acumulativa com varios
antigénios tem mostrado que os ratinhos transgénicos
respondem quando séao inicialmente imunizados
intraperitonealmente (IP) com antigénio em adjuvante de
Freund completo, seguido pelas imunizag¢des IP a cada semana
(até um total de 6) com antigénio em adjuvante de Freund
incompleto. Entretanto, adjuvantes outros que nado de Freund
também s&o verificados serem eficazes. Além disso, células
integrais na auséncia de adjuvante sdo verificadas serem
altamente imunogénicas. A resposta imune pode ser

monitorizada no curso do protocolo de imunizagdo com
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amostras de plasma sendo obtidas pelas sangrias
retroorbitais. O plasma pode ser rastreado por meio de
ELISA (como descrito de seguida) e o0s ratinhos com
titulagdes suficientes de imunoglobulina anti-IP-10 humana
podem ser utilizados para fusdes. Os ratinhos podem ser
reforcados intravenosamente com antigénio 3 dias antes do
sacrificio e remocdo do baco. E esperado que 2 a 3 fusdes
para cada 1imunizacdo possam necessitar ser realizadas.
Entre 6 e 24 ratinhos sdo tipicamente imunizados para cada
antigénio. Usualmente tanto a estirpe HCo7 quanto a HCol2
sdo utilizadas. Além disso, tanto o transgene HCo7 gquanto o
HCol2 podem ser cruzados Jjuntamente num Unico ratinho que
tem dois transgenes da cadeia pesada humana diferentes
(HCo7/HCo012) .

Geragdo de Hibridomas Que Produzem Anticorpos Monoclonais

Humanos da Invencgao

Para gerar hibridomas que produzem anticorpos humanos
monoclonais da invencdo, esplendcitos e/ou células de
linfonodos de ratinhos imunizados podem ser isolados e
fundidos a uma linha de célula imortalizada apropriada, tal
como um linha de célula de mieloma de ratinho. Os
hibridomas resultantes podem ser rastreados quanto a
produgdo de anticorpos especificos de antigénio. Por
exemplo, suspensdes de célula unica de linfdécitos
esplénicos de ratinhos imunizados podem ser fundidas a um
sexto do numero de células de mieloma de ratinho néo
segregoras P3X63-Ag8.653 (ATCC, CRL 1580), com 50 % de PEG.
As células sé&o inoculadas em placas em aproximadamente 2 X
10° em placas microtituladoras de fundo chato, seguido por
uma incubagao de duas semanas em meio selectivo contendo 20
% de Soro de Clone Fetal, 18 % de meio condicionado "653",
5 % de origen (IGEN), 4 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato
de sédio, 5 mM de HEPES, 0,055 mM de 2-mercaptoetanol, 50
unidades/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina, 50

mg/ml de gentamicina e IX HAT (Sigma; o HAT é adicionado 24
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horas depois da fusdo). Depols de aproximadamente duas
semanas, células podem ser cultivadas em meio em que o HAT
é substituido com HT. Os pogos individuais podem ser depois
rastreados por meio de ELISA para anticorpos IgM e IgG
monoclonais humanos. Uma vez o crescimento de hibridoma
extensivo ocorre, o meio pode ser observado usualmente
depois de 10 a 14 dias. O anticorpo gque segrega hibridomas
pode ser reinoculado em placa, rastreado mais uma vez e se
ainda positivo para IgG humano, os anticorpos monoclonais
podem ser subclonados pelo menos duas vezes pela diluicéo
limitante. Os subclones estéaveis podem ser depois
cultivados 1in vitro para gerar gquantidades pequenas de
anticorpo em meio de cultura de tecido para caracterizacdo.
Para purificar anticorpos humanos monoclonais,
hibridomas seleccionados podem ser cultivados em frascos
giratdérios de doils litros para a purificacdo de anticorpo
monoclonal. Os sobrenadantes podem  ser filtrados e
concentrados antes da cromatografia de afinidade com
proteina A-sepharose (Pharmacia, Piscataway, N. J.). A IgG
diluida pode ser verificada pela electroforese em gel e
cromatografia liquida de alto desempenho para garantir a
pureza. A solucgdo tampdo pode ser trocada em PBS e a
concentracdo pode ser determinada pela DOygy utilizando
coeficiente de extincao 1,43. 0Os anticorpos monoclonais
podem ser divididos em aliquotas e armazenados a —-80° C.

Geragao de Transfectomas Que Produzem Anticorpos

Monoclonais da Invencgao

Os anticorpos da invencdo também podem ser produzidos
num transfectoma de c¢élula hospedeira wutilizando, por
exemplo, uma combinacd&o de técnicas de ADN recombinante e
métodos de transfeccdo de gene como ¢é bem conhecido na
técnica (por exemplo, Morrison, S. (1985) Science
229:1202) .

Por exemplo, para expressar oS anticorpos ou

fragmentos de anticorpo destes, o0os ADN que codificam
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cadeias leves e pesadas parciais ou de comprimento total,
podem ser obtidos pelas técnicas da biologia molecular
padrao (por exemplo, amplificacdo por PCR ou clonagem de
ADNc utilizando um hibridoma que expresse o anticorpo de
interesse) e os ADN podem ser inseridos em vectores de
expressdo tal que 0s genes sejam operativamente ligados as
sequéncias de controlo transcricional e traducional. Neste
contexto, o termo "operativamente ligado"™ ¢ intencionado a
significar que um gene de anticorpo é ligado num vector tal
que as sequéncias de controlo transcricional e traducional
dentro do vector servem a sua funcdo intencionada de
regular a transcricgcdo e traducgcdo do gene de anticorpo. O
vector de expressdo e as sequéncias de controlo de
expressdo sdo escolhidos para serem compativeis com a
expressdo da célula hospedeira usada. O gene de cadeia leve
de anticorpo e o gene da cadeia pesada de anticorpo podem
ser inseridos em vectores separados ou, mals tipicamente,
ambos 0s genes sao inseridos no mesmo vector de expressao.
Os genes de anticorpo sao inseridos no vector de expressao
pelos métodos padrdo (por exemplo, ligacdo de sitios de
restricdo complementares no fragmento de gene e vector de
anticorpo ou ligacdo de terminacdo abrupta se nenhum local
de restrigdo estiver presente). A regido varidvel de cadeia
leve e pesada dos anticorpos aqui descritos podem ser
utilizados para criar genes de anticorpo de comprimento
total de qualquer isotipo de anticorpo pela insercao dos
mesmos em vectores de expressdo que jad codificam as regides
constante de cadeia pesada e constante de cadeia leve do
isotipo desejado tal que o segmento Vy seja operativamente
ligado ao(s) segmento(s) Cy dentro do vector e o segmento
Vi, é operativamente ligado ao segmento Cp dentro do vector.
Adicional ou como alternativa, o vector de expressao
recombinante pode codificar um péptido de sinal que
facilita a secrecdo da cadeia de anticorpo a partir de uma

célula hospedeira. O gene da cadeia de anticorpo pode ser

71



EP2383295B1

clonado no vector tal que o péptido de sinal seja ligado na
matriz ao término amino do gene da cadeia de anticorpo. O
péptido de sinal pode ser um péptido de sinal de
imunoglobulina ou um péptido de sinal heterdélogo (isto &,
um péptido de sinal de uma proteina que nédo de
imunoglobulina) .

Além dos genes da cadeia de anticorpo, os vectores de
expressdo recombinantes da invencdo carregam sequéncias
reguladoras qgue controlam a expressao dos genes de cadeia
de anticorpo numa célula hospedeira. O termo "sequéncia
reguladora" é intencionado a incluir promotores,
realcadores e outros elementos de controlo de expressao
(por exemplo, sinais de poliadenilacédo) que controlam a
transcricdo ou traducdo dos genes da cadeia de anticorpo.
Tais sequéncias reguladoras sdo descritas, por exemplo, em
Goeddel (Gene Expression Technology. Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Serd avaliado
por aqueles peritos na especialidade que o planejamento do
vector de expressdo, incluindo a Seleccdo de sequéncias
reguladoras, pode depender de factores tais como a escolha
da célula hospedeira a ser transformada, o nivel de
expressdo da proteina desejada, etc. As sequéncias
reguladoras preferidas para a expressao de célula
hospedeira de mamifero incluem elementos virais que
direccionem altos niveis de expressdo de proteina em
células de mamifero, tais como promotores e/ou realcadores
derivados de citomegalovirus (CMV), Virus Simio 40 (SV40);
adenovirus, (por exemplo, o promotor tardio principal de
adenovirus (AdMLP) e polioma. Como alternativa, as
sequéncias reguladoras ndo virais podem ser utilizadas, tal
como o promotor de ubiguitina ou promotor de pR-globina.
Além disso ainda, elementos reguladores compostos de
sequéncias de fontes diferentes, tais como o sistema
promotor SRoa, que contém sequéncias do promotor precoce de

SV40 e a repeticdo de terminal longo do virus da leucemia
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de célula T humana tipo 1 (Takebe, Y. et al, (1988) Mol.
Cell. Biol. 8:466-472).

Além dos genes da cadeia de anticorpo e sequéncias
reguladoras, os vectores de expressao recombinantes da
invengdo podem carregar sequéncias adicionais, tais como
sequéncias que regulam a replicacdo do vector em células
hospedeiras (por exemplo, origens de replicacgdo) e genes
marcadores selecciondveis. 0O gene marcador seleccionéavel
facilita a Seleccdo de células hospedeiras em que o vector
foi introduzido (veja-se, por exemplo, Patente U.S. n°
4.399.216, 4.634.665 e 5.179.017, todas concedidas a Axel
et al). Por exemplo, tipicamente o gene marcador
selecciondvel confere resisténcia aos medicamentos, tal
como G418, higromicina ou metotrexato, numa célula
hospedeira em que o vector foi introduzido. Os genes
marcadores selecciondveis preferidos incluem o gene da
diidrofoliato reductase (DHFR) (para a utilizacdo em
células hospedeiras dhfr com Seleccdo/amplificacdo de
metotrexato) e o gene neo (para a Seleccgdo de G418).

Para a expressao das cadeias leves e pesadas, 0(s)
vector (es) de expressdo que codificam as cadeias pesadas e
leves ¢é/sdo transfectado(s) numa célula hospedeira pelas
técnicas padrdo. As varias formas do termo "transfecgao"
sdo intencionadas a abranger uma ampla variedade de
técnicas habitualmente utilizadas para a introducdo de ADN
exdgenos numa célula hospedeira procaridtica ou
eucaridética, por exemplo, electroporacdo, precipitacdo com
fosfato de calcio, transfeccdo com dextrano DEAE e outros.
Embora seja teoricamente possivel expressar os anticorpos
da invencdo em células hospedeiras procaridéticas ou
eucaridticas, a expressao de anticorpos em células
eucaridéticas e o mais preferivelmente células hospedeiras
de mamifero, ¢é a mais preferida porque tais células
eucaridticas e em particular células de mamifero, sdo mais

provaveis do que células procaridética para montar e
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segregar um anticorpo apropriadamente dobrada e
imunologicamente activo. Relatou-se que a expressao
procaridética de genes de anticorpo ¢é ineficaz para a
producadao de rendimentos altos de anticorpo activo (Boss, M.
A. e Wood, C. R. (1985) Immunology Today 6:12-13).

As células hospedeiras de mamifero preferidas para
expressar 0s anticorpos recombinantes da invengdo incluem
Ovadrio de Hamster Chinés (células CHO) (incluindo células
dhfr-CHO, descritas em Urlaub e Chasin, (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:416-4220, wutilizado com um marcador
selecciondvel DHFR, por exemplo, como descrito em R. J.
Kaufman e P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621),
células de mieloma NSO, células COS e células SP2. Em
particular, para a utilizacdo com células de mieloma NSO,
um outro sistema de expressdo preferido é o sistema de
expressdo de gene GS divulgado nos documentos WO 87/04462,
WO 89/01036 e EP 338.841. Quando vectores de expresséo
recombinantes que codificam genes de anticorpo sao
introduzidos em células hospedeiras de mamifero, 0s
anticorpos sao produzidos cultivando-se as células
hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para
permitir a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras
ou, malis preferivelmente, a secrecdao do anticorpo no meio
de cultura em que as células hospedeiras sdo cultivadas. Os
anticorpos podem ser recuperados do meio de cultura
utilizando métodos de purificacdo de proteina padrao.

Caracterizacdo de Ligacdo de Anticorpo ao Antigénio

Os anticorpos da invencao podem ser testados quanto a
ligagdo a IP-10, por exemplo, por meio de ELISA padrido. Em
resumo, as placas de microtitulacdo sao revestidas com IP-
10 purificada a 0,25 pg/ml m PBS e depois bloqueadas com 5
% de albumina sérica bovina em PBS. As diluigdes de
anticorpo (por exemplo, diluicdes de plasma de ratinhos
imunizados com IP-10) sa&o adicionadas a cada pogo e

incubadas durante 1 a 2 horas a 37° C. As placas séao
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lavadas com PBS/Tween e depois incubadas com reagente
secundario (por exemplo, para anticorpos humanos, um
reagente policlonal especifico de Fc de IgG anti-humano de
cabra) conjugado a fosfatase alcalina por 1 hora a 37° C.
Depois de lavar, as placas sao desenvolvidas com substrato
de pNPP (1 mg/ml) e analisadas na DO de 405- 650.
Preferivelmente, ratinhos que desenvolvem os titulos mais
altos serdo utilizados para fusdes.

Um ensaio de ELISA como descrito acima também pode ser
utilizado para rastrear qguanto a hibridomas gque mostram
reactividade positiva com um imundégeno de IP-10. Hibridomas
que se ligam com alta avidez a IP-10 s&do subclonados e mais
caracterizados. Um clone de cada hibridoma, que retém a
reactividade das células precursoras (por meio de ELISA),
pode ser escolhido para fabricar um banco de célula de 5 a
10 frascos armazenados a - 140° C e para a purificacédo de
anticorpo.

Para purificar anticorpos anti-Ip-10, hibridomas
seleccionados podem ser cultivados em frascos giratdérios de
dois litros para a purificacdo de anticorpo monoclonal. Os
sobrenadantes podem ser filtrados e concentrados antes da
cromatografia de afinidade com proteina A-sefarose
(Pharmacia, Piscataway, NJ) . A  IgG eluida pode ser
verificada ©pela electroforese em gel e cromatografia
liquida de alto desempenho para garantir a pureza. Da
soluc¢do tampao pode ser trocada em PBS e a concentracgéo
pode ser determinada pela 0D,z utilizando coeficiente de
extincdo de 1,43. 0Os anticorpos monoclonais podem ser
divididos em aligquotas e armazenado a —-80° C.

Para determinar se o0s anticorpos monoclonais anti-IP-
10 seleccionados se ligam a epitopos Unicos, cada anticorpo
pode ser biotinilado utilizando reagentes comercialmente
disponiveis (Pierce, Rockford, IL). Estudos de competicdo
utilizando anticorpos monoclonais rotulados e anticorpos

monoclonais biotinilados podem ser realizados utilizando

75



EP2383295B1

placas de ELISA revestidos com IP-10 como descrito acima. A
ligacdo de mAb biotinilado pode ser detectada com uma sonda
de estreptavidina-fosfatase alcalina.

Para determinar o isotipo de anticorpos purificados,
ELISAs de isotipo podem ser realizados utilizando reagentes
especificos para anticorpos de um isotipo particular. Por
exemplo, ©para determinar o isotipo de um anticorpo
monoclonal humano, o0s pogos de placas de microtitulacgao
podem ser revestidos com 1 pg/ml de imunoglobulina anti-
humano durante a noite a 4 °C. Depois de bloquear com 1 %
de BSA, as placas sdo reagidas com 1 Jjig/ml ou menos de
anticorpos monoclonais de teste ou controles de isotipo
purificados, na temperatura ambiente por uma a duas horas.
Os pogos podem ser depois reagidos com sondas conjugadas
com fosfatase alcalina especifica de IgGl humano ou IgM
humano. As placas sao desenvolvidas e analisadas como foi
descrito acima.

IgGs anti-IP-10 humanas podem ser ainda testadas
quanto a reactividade com o antigénio de IP-10 pela Western
blotting. Em resumo, a IP- 10 pode ser preparada e
submetida a electroforese em gel de dodecil sulfato de
sédio poliacrilamida. Depois da electroforese, 0s
antigénios separados sdo transferidos para membranas de
nitrocelulose, bloqueados com 10 % de soro de bezerro fetal
e sondados com 0s anticorpos monoclonais a serem testados.
A ligacdo de IgG humana pode ser detectada utilizando a
fosfatase alcalina de IgG anti-humana e desenvolvida com
tabletes de substrato de BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St.
Louis, Mo.).

Imunoconjugados

Num outro aspecto, a presente invencao caracteriza um
anticorpo anti-IP-10 ou um fragmento deste, conjugado a uma
porcdo terapéutico, tal como uma citotoxina, um medicamento
(por exemplo, um imunossupressor) ou uma radiotoxina. Tais

conjugados sao aqui aludidos como "imunoconjugados". Os
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imunoconjugados que incluem uma ou mais citotoxinas sao
aludidas como "imunotoxinas™. Uma citotoxina ou agente
citotdxico inclui qualquer agente que seja nocivo (por
exemplo, mata) as células. Os exemplos incluem taxol,
citochalasina B, gramicidina D, brometo de etidio, emetina,
mitomicina, etoposida, tenoposida, vincristina,
vinblastina, colchicina, daunorrubicina, diidrdéxi antracina
diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
desidrotestosterona, glicocorticdides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propranoclol e puromicina e andlogos
ou homdélogos destes. Os agentes terapéuticos também
incluem, por exemplo, antimetabdlitos (por exemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouracil descarbazina), agentes alquilantes (por
exemplo, mecloretamina, tioepa clorambucila, melfalan,
carmustina (BSNU) e lomustina (CCNU) , ciclotosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C e
cis—-diclorodiamina platina (IT) (DDP) cisplatina),
antraciclinas (por exemplo, daunorrubicina (antigamente
daunomicina) e antibidticos (por exemplo, dactinomicina
(antigamente, actinomicina), bleomicina, mitramicina e
antramicina (AMC)) e agentes anti- mitdéticos (por exemplo,
vincristina e vinblastina).

Outros exemplos preferidos de citotoxinas terapéuticas
que podem ser conjugados a um anticorpo da invencdo incluem

caliqueamicinas, maitansinas e auristatinas e derivados

destes. Um exemplo de um anticorpo de caligueamicina
conjugado € comercialmente disponivel; (Mylotarg®; Wyeth-
Ayerst) .

As citoxinas podem ser conjugadas aos anticorpos da
invencdo utilizando a tecnologia de ligador disponivel na
técnica. Os exemplos de tipos ligantes gque foram utilizados
para conjugar uma citotoxina a um anticorpo incluem, mas
ndo sdo limitadas a, ligantes que contém hidrazonas,

tioéteres, ésteres, dissulfureto e péptido. Um ligador pode
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ser escolhido que &, por exemplo, suscetivel para clivagem
pelo pH baixo dentro do compartimento lisossdémico ou
suscetivel a clivagem pelas proteases, tais como proteases
preferencialmente expressadas em tecido de tumor tal como
catepsinas (por exemplo, catepsinas B, C, D).

Para outro debate de tipos de citotoxinas, ligantes e
métodos para conjugar agentes terapéuticos aos anticorpos,
veja-se também Saito, G. et al., (2003) Adv. Drug Deliv.
Rev. 55:199-215; Trail, P. A. et al., (2003) Cancer Immunol
Imunother. 52:328-337; Payne, G. (2003) Céncer Cell 3:207-
212; Allen, T. M. (2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763;
Pastan, I. e Kreitman, R. J. (2002) Curr. Opin. Investig.
Drugs 3:1089-1091; Senter, P. D. e Springer, C. J. (2001)
Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Os anticorpos da presente invencdo também podem ser
conjugados a um 1isdétopo radioativo para gerar produtos
radiofarmacéuticos citotdxicos, também aludidos como
radioimunoconjugados. 0Os exemplos de isdtopos radioativos
que podem ser conjugados aos anticorpos para a utilizacgéao
em diagnéstico ou de modo terapéutico incluem, mas ndo sao
limitados a, iodo**, indio''', ditrio’® e 1lutércio'’’. 0

método para preparar radioimunoconjugados € estabelecido na

técnica. Os exemplos de radioimunoconjugados sao
comercialmente disponiveis, incluindo Zevalin® (IDEC
Pharmaceuticals) e Bexxar® (Corixa Pharmaceuticals) e

métodos similares podem ser utilizados para preparar
radioimunoconjugados utilizando os anticorpos da invencéao.
Os conjugados de anticorpo da invencgdo podem ser
utilizados para modificar uma dada resposta bioldgica e a
porgdo de medicamento nao deve ser interpretada como
limitada aos agentes terapéuticos da quimica cléassica. Por
exemplo, a porcado de medicamento pode ser uma proteina ou
polipéptido que possuam uma actividade bioldégica desejada.
Tais proteinas podem incluir, por exemplo, uma toxina

enzimaticamente ativa ou fragmento activo deste, tal como
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abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas ou toxina da
difteria; uma proteina tal como factor de necrose de tumor
ou interferdo-Y; ou, modificadores de resposta bioldgica
tal como, por exemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"),
interleucina-2 ("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), factor
estimulador de <coldnia de macréfago granulocitico ("GM-
CSF"), factor estimulador de coldnia granulocitica ("G-
CSEF") ou outros factores de crescimento.

As técnicas para conjugar tal porcdo terapéutica aos
anticorpos sao bem conhecidas, veja-se, por exemplo, Arnon
et al., "Monoclonals Antibodies For Immunotargeting Of
Drugs In Cancer Therapy", em Monoclonais Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al., (eds.), pp. 243- 56 (Alan
R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", em Controlled Drug Delivery (2% Ed.), Robinson
et al., (eds.), pp. 623-53 (Mareei Dekker, 1Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Céncer
Therapy: A Review", em Monoclonais Antibodies
'84:Biological And Clinicai Applications, Pinchera et al.
(eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results and Future
Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody
In Céancer Therapy", em Monoclonals Antibodies For Cancer
Detection And Therapy, Baldwin et al., (eds.), PP- 303-16
(Academic Press 1985) e Thorpe et al., "The Preparation And
Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates",
Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Moléculas Biespecificas

Num outro aspecto, a presente 1invencdo caracteriza
moléculas biespecificas gue compreendem um anticorpo anti-
IP-10 ou um fragmento deste, da invencdo. Um anticorpo da
invengdo ou porg¢des de ligacdo de antigénio destes, podem
ser derivatizada ou ligada a uma outra molécula funcional,
por exemplo, um outro péptido ou proteina (por exemplo, um
outro anticorpo ou ligando para um receptor) para gerar uma

molécula biespecifica que se liga a pelo menos dois sitios
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de ligacédo diferentes ou moléculas alvo. O anticorpo da
invencdo pode de fato ser derivatizado ou ligado a mais do
que uma outra molécula funcional para gerar moléculas
multiespecificas que se ligam a mais do que dois sitios de
ligacdo e/ou moléculas alvo diferentes; tais moléculas
multiespecificas também sao intencionadas a serem
abrangidas pelo termo "molécula Dbiespecifica™ como é
utilizado no presente documento. Para criar uma molécula
biespecifica da invencdo, um anticorpo da invencdo pode ser
funcionalmente ligado (por exemplo, pela ligacdo gquimica,
fusdo genética, associacdo ndo covalente ou de outro modo)
a uma ou mais outras moléculas de ligacdo, tais como um
outro anticorpo, fragmento de anticorpo, péptido ou ligacéo
mimética, tal que uma molécula biespecifica resulte.

Consequentemente, a presente invencdo inclui moléculas
biespecificas que compreendem pelo menos uma primeira
especificidade de ligagcdo para IP-10 e uma segunda
especificidade de 1ligacgdo para um segundo epitopo alvo.
Numa forma de realizacdo particular da invencdo, o segundo
epitopo alvo é um receptor Fc, por exemplo, FcYRI humano
(CD64) ou um receptor Fca humano (CD89). Portanto, a
invencdo inclui moléculas biespecificas capazes de ligacédo
tanto as células efectoras que expressam FcYR, FcoaR ou FceR
(por exemplo, monécitos, macréfagos ou células
polimorfonucleares (PMNs)) quanto as células alvo que
expressam IP-10. Estas moléculas biespecificas tém como
alvo as células que expressam IP-10 a célula efectora e
deflagram as actividades de célula efectora mediadas pelo
receptor de Fc, tal como a fagocitose de uma célula que
expressa Ip-10, citotoxicidade mediada pela célula
dependente de anticorpo (ADCC), libertacdo de citocina ou
geracdo de anido superdxido.

Numa forma de realizacdo da invencdo em que a molécula
biespecifica ¢é multiespecifica, a molécula pode incluir

ainda uma terceira especificidade de ligacdo, além de uma
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especificidade de ligacdo anti-Fc e uma especificidade de
ligacdo anti-IP-10. Numa forma de realizacd&o, a terceira
especificidade de 1ligacdo ¢é uma porcdo do factor anti-
realce (EF), por exemplo, uma molécula que se liga a uma
proteina de superficie envolvida na actividade citotdxica e
deste modo aumenta a resposta imune contra a célula alvo. A
"porcado do factor anti-realce" pode ser um anticorpo,
fragmento de anticorpo funcional ou um ligando que se liga
a uma dada molécula, por exemplo, Um antigénio ou um
receptor e resulta deste modo num realce do efeito dos
determinantes de ligacgdo para o receptor de Fc ou antigénio
de célula alvo. A '"porcdo do factor anti-realce"™ pode
ligar—-se um receptor de Fp ou um antigénio de célula alvo.
Como alternativa, a porgdo do factor anti-realce pode
ligar-se a uma entidade que seja diferente da entidade a
qual a primeira e segunda especificidades de 1ligacédo se
ligam. Por exemplo, a porcdo do factor anti-realce pode
ligar-se a uma célula T citotédéxica T (por exemplo, por
intermédio de CD2, CD3, CD8, CD28, CD4, D40, ICAM-1 ou
outra célula imune gque resulte numa resposta imune
aumentada contra a célula alvo).

Numa forma de realizacdo, as moléculas biespecificas
da invencdo compreendem como uma especificidade de ligacgéao
pelo menos um anticorpo ou um fragmento de anticorpo deste,
incluindo, por exemplo, um Fab, Fab', F(ab'):, Fv ou um Fv
de cadeia Unica. O anticorpo também pode ser um dimero de
cadeia leve ou cadeia pesada ou qualquer fragmento minimo
deste tal como um Fv ou uma construgdo de cadeia Unica como
descrito em Ladner et al. Patente U.S. n° 4.946.778.

Numa forma de realizacdo, a especificidade de ligacgao
para um receptor Fcy ¢é fornecida por um anticorpo
monoclonal, a ligagcdo do qual ndao ¢é Dbloqueada pela
imunoglobulina G humana (IgG). Como é utilizado no presente
documento, o termo "receptor de IgG" refere-se a qualquer

um dos oito genes da cadeia y localizados no cromossoma 1.
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Estes genes codificam um total de doze isoformas de
receptor de transmembrana ou soluveis que sdo agrupadas em
trés classes de receptor FcY:FcYRI (CD64), FcYRII (CD32) e
FcYRIII (CD 16). Numa forma de realizacdo preferida, o
receptor Fcy, um FcyRI de alta afinidade humano. O FcyyRI
humano ¢ uma molécula de 72 kDa, que mostra afinidade alta
para IgG monomérica (10° a 10° M-1).

A produgcdo e a caracterizacdo de certos anticorpos
monoclonails anti-FcYy preferidos sdo descritas por Fanger et
al., na Publicagcdo PCT WO 88/00052 e na Patente U.S. n°
4.954.617, 0s ensinamentos das quais sao totalmente
incorporados como referéncia no presente documento. Estes
anticorpos se ligam a um epitopo de FcYRI, FcYRII ou
FCYRIII num local que € distinto do local de ligagdo Fcy do
receptor e, assim, a sua ligacdo ndo ¢é Dbloqgqueada
substancialmente pelos niveis fisioldgicos de IgG. Os
anticorpos anti-FcYRI especificos Uteis nesta invengdo sao
mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 e mAb 197. O hibridoma que
produz mAb 32 ¢é disponivel da American Type Culture
Collection, Acesso ATCC N HB9469. Em outras formas de
realizacdo, o anticorpo receptor anti-Fcy € uma forma
humanizada de anticorpo monoclonal 22 (H22). A producgdo e a
caracterizacgao do anticorpo H22 sédo descritas em Graziano,
R. F. et al. (1995) J. Immunol 155 (10):4996- 5002 e
Publicacdo PCT WO 94/10332. 0O anticorpo H22 que produz a
linha de célula foi depositado na American Type Culture
Collection sob a designacdo HAO22CL1 e tem o acesso n° CRL
11177.

Ainda em outras formas de realizacdo preferidas, a
especificidade de ligacdo para um receptor de Fc é
fornecido por um anticorpo que se liga a um receptor IgA
humano, por exemplo, um receptor Fc-alfa (FcaRI (CD89)), a
ligagdo do qual preferivelmente ndo ¢é Dbloqueada pela
imunoglobulina A humana (IgA). O termo "receptor de IgA" é

intencionado a incluir o produto de gene de um gene a
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(FcoRI) localizado no cromossoma 19. Este gene é conhecido
codificar diversas isoformas de transmembrana como
alternativa wunida de 55 a 110 kDa. FcoRI (CD89) é
constitutivamente expressada em monécitos/macrdfagos,
granuldécitos eosinofilicos e neutrofilicos, mas ndo em
populagdes de célula nédo efectoras. FcaRI tem afinidade
média (5 x IO’ M"') tanto para IgAl quanto IgA2, que &
aumentada na exposicdo as citocinas tais como G-CSEF ou GM-
CSF (Morton, H. C. et al (1996) Criticai Reviews 1in
Imunology 16:423-440) . Quatro anticorpos monoclonais
especificos de FcaRI, identificados como A3, A59, A62 e
Ali, que ligam FcaRI fora do dominio de ligacdo do ligando
IgA, foram descritos (Monteiro, R. C. et al, (1992) J.
Immunol. 148:1764).

FcaRI e FcYRI sdo receptores deflagradores preferidos
para a utilizagdo nas moléculas biespecificas da invencgéo
porque eles sdo (1) expressados primariamente em células
efectoras imunes, por exemplo, mondcitos, PMNs, macrdfagos
e células dendriticas; (2) expressados em altos niveis (por
exemplo, 5.000 a 100.000 por célula); (3) mediadores de
actividades citotdxicas (por exemplo, ADCC, fagocitose);
(4) medeiam apresentacéo de antigénio realcada de
antigénios, incluindo auto-antigénios, alvejados a eles.

Embora anticorpos humanos monoclonais sejam
preferidos, outros anticorpos que podem ser utilizados nas
moléculas biespecificas da invencéo séao anticorpos
humanizados de murino, gquiméricos e monoclonais.

As moléculas biespecificas da presente invencdo podem
ser preparadas pela conjugacado das especificidades de
ligacdo constituidas, por exemplo, as especificidades de
ligacgao anti-FcR e anti-Ip-10, utilizando métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, cada especificidade de
ligacéo da molécula biespecifica pode ser gerada
separadamente e depols conjugadas entre si. Quando as

especificidades de ligacdo sdo proteinas ou péptidos, uma
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variedade de agentes de 1ligacdo ou reticulacdo podem ser
utilizados para a conjugacao covalente. Os exemplos de
agentes de reticulacdo incluem proteina A, carbodiimida, N-
succinimidil-S-acetil-tiocacetato (SATA), 5,5"'-
ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) , o-fenileno-
dimaleimida (oPDM) , N-succinimidil-3-(2-piridilditio)
propionato (SPDP) e sulfossuccinimidil-4- (N-
maleimidometil)cicloexano-1 —carboxilato (sulfo- SMCC)
(veja-se, por exemplo, Karpovsky et al. (1984) J. Exp. Med.
160:1686; Liu, MA et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:8648). Outros métodos incluem aqueles descritos em
Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. N° 78, 118- 132; Brennan
et al. (1985) Science 229:81-83) e Glennie et al., (1987) J
Immunol. 139:2367-2375) . Os agentes de conjugacéao
preferidos sdo SATA e sulfo-SMCC, ambos disponiveis da
Pierce Chemistry Co. (Rockford, IL).

Quando as especificidades de ligacdo sao anticorpos,
eles podem ser conjugados por intermédio da ligacdo de
sulfidrila das regides de dobradica de terminal C das duas
cadeias pesadas. Numa forma de realizac¢do particularmente
preferida, a regido de dobradica é modificada para conter
um numero impar de residuos de sulfidrila, preferivelmente
um, antes da conjugacgao.

Como alternativa, ambas as especificidades de ligacéao
podem ser codificadas no mesmo vector e expressadas e
montadas na mesma célula hospedeira. Este método é
particularmente util onde a molécula biespecifica ¢é uma
proteina de fusdo mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab'), ou
ligando x Fab. Uma molécula biespecifica da invencé&o pode
ser uma molécula de cadeia Unica que compreende um
anticorpo de cadeia Unica e uma ligacdo determinante ou uma
molécula biespecifica de cadeia tnica gque compreende dois
determinantes de ligacdo. As moléculas biespecificas podem
compreender pelo menos duas moléculas de cadeia unica. Os

métodos para preparar moléculas biespecificas sdo descritos
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por exemplo na Patente U.S. n° 5.260.203; Patente U.S. n°
5.455.030; Patente U.S. n° 4.881.175; Patente U.S. n°
5.132.405; Patente U.S. n° 5.091.513; Patente U.S. n°
5.476.786; Patente U.S. n° 5.013.653; Patente U.S. n°
5.258.498; e Patente U.S. n° 5.482.858.

A ligagdo das moléculas biespecificas aos seus alvos
especificos pode ser confirmada, por exemplo, pelo ensaio
de imunossorvente ligado a enzima (ELISA), radioimunoensaio
(RIA), anédlise FACS, Dbioensaio (por exemplo, inibicdo de
crescimento) ou ensaio de Western Blot. Cada um destes
ensaios no geral detecta a presenca de complexos de
proteina-anticorpo de interesse particular pela utilizacéo
de um reagente rotulado (por exemplo, um anticorpo)
especifico para o complexo de interesse. Por exemplo, o0s
complexos de anticorpo de FcR pode ser detectado utilizando
por exemplo, um anticorpo ligado a enzima ou fragmento de
anticorpo que reconheca e especificamente se 1ligue aos
complexos de anticorpo-FcR. Como alternativa, os complexos
podem ser detectados wutilizando qualquer um de uma
variedade de outros imunoensaios. Por exemplo, o anticorpo
pode ser radioactivamente rotulado e utilizado num
radioimunoensaio (RIA) (veja-se, por exemplo, Weintraub,

B., Principies of Radioimmunocassays, Seventh Training

Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine
Society, Marcgo, 1986, que é aqui incorporada  por
referéncia). O isdtopo radiocativo pode ser detectado por

meios tais como a utilizagdo de wum contador 7Y ou um
contador de cintilacdo ou por meio de autorradiografia.

Composi¢des Farmacéuticas

Num outro aspecto, a presente invencgcao fornece uma
composigdo, por exemplo, uma composicdo farmacéutica,
contendo um ou uma combinacgdo de anticorpos monoclonais ou
porcado (6es) de ligacdo de antigénio destes, da presente
invencao, formulados juntos com um portador

farmaceuticamente aceitdvel. Tais composig¢des podem incluir
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um ou uma combinacdo de anticorpos (por exemplo, dois ou
mais diferentes) ou imunoconjugados ou moléculas
biespecificas da invencdo. Por exemplo, uma composicéo
farmacéutica da invencédo pode compreender uma combinacdo de
anticorpos (ou imunoconjugados ou biespecificos) que se
ligam a diferentes epitopos no antigénio alvo ou que tém
actividades complementares.

As composicdes farmacéuticas da invencgdo também podem
ser administradas na terapéutica de combinacdo, isto ¢,
combinadas com outros agentes. Por exemplo, a terapéutica
de combinagdo pode incluir um anticorpo anti-IP-10 da
presente invencdo combinado com pelo menos um outro agente
anti-inflamatério ou 1munossupressor. Os exemplos de
agentes terapéuticos que podem ser utilizados na
terapéutica de combinacdo sdo descritos em maiores detalhes
abaixo na seccdo em utilizacgdes dos anticorpos da invencao.

Como ¢é wutilizado no presente documento, "portador
farmaceuticamente aceitdvel" inclui qualquer e todos os
solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes
antibacterianos e antifungicos, agentes isotdénicos e
retardantes de absorcdo e outros que sdo fisiologicamente
compativeis. Preferivelmente, o portador ¢ adequado para a
administracao intravenosa, intramuscular, subcutéanea,
parentérica, espinhal ou epidérmica (por exemplo, pela
injeccdo ou infusdo). Dependendo da via de administracédo, o
composto activo, isto é, anticorpo, imunoconjugado ou
molécula biespecifica, pode ser revestido num material para
proteger o composto da accdo de acidos e outras condigdes
naturais que podem inactivar o composto.

Os compostos farmacéuticos da invengdo podem incluir
um ou mais sals farmaceuticamente aceitaveis. Um "sal
farmaceuticamente aceitédvel" refere-se a um sal que retenha
a actividade bioldgica desejada do composto precursor e néao
comunica nenhum efeito toxicoldgico indesejado (veja-se,

por exemplo, Berge, S. M., et al., (1977) J. Pharm. Sei.
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66:1-19). Os exemplos de tails sais incluem os sais de
adicdo de 4cido e sais de adicdo de base. Os sais de adicéo
de 4&cido incluem aqueles derivados de 4acidos inorgénicos
ndo toéxicos, tails como cloridrico, nitrico, fosfédrico,
sulfiarico, bromidrico, iodidrico, fosforoso e outros, assim
como de &acidos orgénicos ndo téxicos tais como acidos mono
e dicarboxilicos alifaticos, &acidos alcandicos substituidos
por fenila, &cidos hidrdéxi alcandicos, &cidos aromdticos,
4dcidos sulfdnicos alifdticos e aromdticos e outros. Os sais
de adicdo de base incluem aqueles derivados de metais

alcalino terrosos, tais como sdédio, potédssio, magnésio,

cdlcio e outros, assim como de aminas orgdnicas néo
tdxicas, tais como N,N'—-dibenziletilenodiamina, N-
metilglicamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina,

etilenodiamina, procaina e outros.

Uma composicdo farmacéutica da invencdo também pode
incluir um anti-oxidante farmaceuticamente aceitdvel. Os
exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceitéveis
incluem: (1) antioxidantes soltveis em 4&gua, tais como
acido ascodérbico, cloridreto de cisteina, Dbissulfato de
sdédio, metabissulfito de sdédio, sulfito de sédio e outros;
(2) antioxidantes soluveis em 6leo, tais como palmitato de
ascorbila, hidroxianisol Dbutilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, propil gaiato, alfa-tocoferol e
outros; e (3) agentes queladores de metal, tal como &cido
citrico, acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) ,
sorbitol, &cido tartdrico, &cido fosfdérico e outros.

Os exemplos de portadores aquosos €& nao aquosos
adequados que podem ser utilizados nas composicgdes
farmacéuticas da invencg¢do incluem 4&gua, etanol, polidis
(tais como glicerol, propileno glicol, polietileno glicol e
outros) e misturas adeguadas destes, d&leos vegetais, tais
como ¢leo de oliva e ésteres orgadnicos 1injetdveis, tais
como oleato de etilo. Fluidez apropriada pode ser mantida,

por exemplo, pela utilizacdo de materiais de revestimento,
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tais como lecitina, pela manutencdo do tamanho de particula
requerido no caso de dispersdes e pela utilizacadao de
tensioativos.

Estas composic¢cdes também podem conter adjuvantes tais
Ccomo conservantes, agentes de humectacao, agentes
emulsificantes e agentes de dispersdo. A prevencgao da
presenca de microrganismos pode ser garantida tanto pelos
procedimentos de esterilizacdo, supra quanto pela inclusao
de varios agentes antibacterianos e antifungicos, por
exemplo, parabeno, clorobutanol, &cido fenol sérbico e
outros. Também pode ser desejavel incluir agentes
isoténicos, tais como agucares, cloreto de sdédio e outros
nas composicgdes. Além disso, a absorcédo prolongada da forma
farmacéutica injetédvel pode ser realizada pela inclusdo de
agentes que retardam a absorcdo tais como monoestearato de
aluminio e gelatina.

Os portadores farmaceuticamente aceitdveis incluem
solucgdes ou dispersdes aquosas estéreis e pds estéreis para
a preparacdo extemporidnea de solugdes ou dispersdes
injetdveils estéreis. A utilizacdo de tais meios e agentes
para as substidncias farmaceuticamente ativas é conhecido na
técnica. Excepto a medida que gqualquer meio ou agente
convencionais sejam incompativeis com o composto activo, a
sua utilizacdo nas composicdes farmacéuticas da invencdo é
considerado. Os compostos ativos suplementares também podem
ser incorporados nas composicdes.

As composicdes terapéuticas tipicamente devem ser
estéreis e estaveis sob as condigbes de fabrico e
armazenagem. A composigcao pode ser formulada como uma
solucao, microemulsao, lipossoma ou outra estrutura
ordenada adequada para a alta concentracdo de medicamento.
O portador pode ser um solvente ou meio de dispersao
contendo, por exemplo, &gua, etanol, poliol (por exemplo,
glicerol, propileno glicol e polietileno glicol 1ligquido e

outros) e misturas adequadas destes. A fluidez apropriada
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pode ser mantida, por exemplo, pela utilizagdo de um
revestimento tal como lecitina, pela manutencdo do tamanho
de particula requerido no caso de dispersdo e pela
utilizacgéao de tensioativos. Em muitos casos, serd
preferivel incluir agentes isoténicos, por exemplo,
agucares, polidlcoois tais como manitol, sorbitol ou
cloreto de sdédio na composicgdo. A absorcdo prolongada das
composicbes injetdveis pode ser realizada incluindo-se na
composigcado um agente que retarde a absorcdo, por exemplo,
sais de monoestearato e gelatina.

As solucgdes injetdveis estéreis podem ser preparadas
pela incorporacéo do composto activo na quantidade
requerida num solvente apropriado com uma ou uma combinacdo
de 1ingredientes enumerada acima, como requerido, seguido
pela microfiltracdo de esterilizacdo. No geral, dispersdes
sdo preparadas pela incorporacado do composto activo num
veiculo estéril gque contém um meio de dispersdo basico e o0s
outros ingredientes requeridos daqueles enumerados acima.
No caso de pds estéreis para a preparacado de solugdes
injetdveis estéreis, os métodos preferidos de preparacgio
sdo a secagem a VAcCuo e a secagem por congelamento
(liofilizacédo) que produz um pd do ingrediente activo mais
qualquer ingrediente desejado adicional de uma solugdo
previamente filtrada estéril deste.

A qguantidade de ingrediente activo dque pode ser
combinada com um material portador para produzir uma forma
de dosagem TUnica variard dependendo do paciente que é
tratado e do modo particular de administracdo. A guantidade
de ingrediente activo que pode ser combinada com um
material portador para produzir uma forma de dosagem Unica
serda no geral aquela quantidade da composicdo que produz um
efeito terapéutico. No geral, fora de cem por cento, esta
quantidade variard de cerca de 0,01 por cento a cerca de
noventa e nove por cento de ingrediente activo,

preferivelmente de cerca de 0,1 por cento a cerca de 70 por
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cento, o0 mals preferivelmente de cerca de 1 por cento a
cerca de 30 por cento de ingrediente activo em combinacéao
com um portador farmaceuticamente aceitavel.

Os regimes de dosagem sdo ajustados para fornecer a

resposta 6tima desejada (por exemplo, uma resposta
terapéutica). Por exemplo, um bolus Unico pode ser
administrado, diversas doses divididas podem ser

administradas com o) tempo ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada como indicado pelas
exigéncias da situacéao terapéutica. E especialmente
vantajoso formular composicdes parenterais na forma
unitdria de dosagem para facilidade de administracdo e
uniformidade de dosagem. A forma unitdria de dosagem como
aqui wusada refere-se a wunidades fisicamente separadas
adaptadas como dosagens unitdrias para 0s pacientes a serem
tratados; cada unidade contém uma quantidade pré
determinada de composto activo calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associagcdo com o portador
farmacéutico requerido. O relatdrio descritivo para as
formas de dosagem unitdrias da invencdo sdo 1impostas e
diretamente dependentes (a) pelas caracteristicas utnicas do
composto activo e pelo efeito terapéutico particular a ser
obtido e (b) pelas limitagdes inerentes na técnica de
combinar um tal composto activo para o tratamento da
sensibilidade em individuos.

Para a administracdo do anticorpo, a dosagem varia de
cerca de 0,0001 a 100 mg/kg e mais usualmente de 0,01 a 5
mg/kg, do peso corporal do hospedeiro. Por exemplo as
dosagens podem ser de 0,3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg
de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso
corporal ou 10 mg/kg de peso corporal ou dentro da faixa de
1 a 10 mg/kg. Um regime de tratamento exemplar acarreta
necessariamente a administracgdo uma vez por semana, uma Vvez
a cada duas semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez a

cada quatro semanas, uma vez ao mé&s, uma vez a cada 3 meses
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ou uma vez a cada trés a 6 meses. Os regimes de dosagem
preferidos para um anticorpo anti-IP-10 da invencdo incluem
1 mg/kg de peso corporal ou 3 mg/kg de peso corporal por
intermédio da administracdo intravenosa, com o anticorpo
sendo dado utilizando um dos seguintes programas de
dosagem: (i) a cada gquatro semanas por seils dosagens,
depois a cada trés meses; (ii) a cada trés semanas; (iii) 3
mg/kg de peso corporal uma vez seguido por 1 mg/kg de peso
corporal a cada trés semanas.

Em alguns métodos, dois ou mais anticorpos monoclonais
com especificidades de ligacdo diferentes sdao administrados
simultaneamente, caso este em que a dosagem de cada
anticorpo administrado cai dentro das faixas indicadas. O
anticorpo é usualmente administrado em ocasides multiplas.
Os intervalos entre dosagens uUnicas podem ser, por exemplo,
semanal, mensal, a cada trés meses ou anualmente. Os
intervalos também podem ser irregulares como indicados pela
medicdo dos niveis sanguineos de anticorpo ao antigénio
alvo no paciente. Em alguns métodos, a dosagem € ajustada
para se obter uma concentracdo de anticorpo do plasma de
cerca de 1 a 1000 pg/ml e em alguns métodos de cerca de 25
a 300 pg/ml.

Como alternativa, o anticorpo pode ser administrado
como uma formulacdo de libertacdo prolongada, caso em que a
administracdo menos frequente ¢é requerida. A dosagem e a
frequéncia wvariam dependendo da semivida do anticorpo no
paciente. No geral, 0os anticorpos humanos mostram a
semivida mais longa, seguida pelos anticorpos humanizados,
anticorpos quiméricos e anticorpos nédo humanos. A dosagem e
a frequéncia de administracdo podem variar dependendo se o
tratamento ¢é profilatico ou terapéutico. Nas aplicacgdes
profilaticas, uma dosagem relactivamente baixa é
administrada em intervalos relactivamente infrequentes num
periodo longo de tempo. Alguns pacientes continuam para

receber tratamento pelo resto de suas vidas. Em aplicacdes
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terapéuticas, uma dosagem relactivamente alta em intervalos
relactivamente curtos € algumas vezes requerida até que a
progressdo da doenca seja reduzida ou terminada e
preferivelmente até que o paciente mostre melhora parcial
ou completa dos sintomas da doenca. Depois disso, o
paciente pode ser administrado com um regime profilatico.

Os niveis de dosagem reais dos ingredientes ativos nas
composicgcbes farmacéuticas da presente invencdo podem ser
variados de modo a se obter uma quantidade do ingrediente
activo que seja eficaz para se obter a resposta terapéutica
desejada para um paciente particular, composicao e modo de
administracdo, sem que seja tdéxica para o paciente. O nivel
de dosagem seleccionado dependerd de uma variedade de
factores farmacocinéticos incluindo a actividade das
composicdes particulares da presente invencdo utilizadas ou
do éster, sal ou amida destas, da via de administracdo, do
tempo de administracdo, da taxa de excrecdo do composto
particular que ¢é utilizado, da duracgdo do tratamento,
outros medicamentos, compostos e/ou materiais utilizados em
combinagdo com as composicbes particulares utilizadas, da
idade, sexo, peso, condicdo, salde geral e histdédria médica
anterior do paciente que é tratado e factores semelhantes
bem conhecidos nas técnicas médicas.

Uma "dosagem terapeuticamente eficaz" de um anticorpo
anti- IP-10 da invencdo preferivelmente resulta numa
diminuic¢do na gravidade de sintomas da doenga, um aumento
na frequéncia e duracdo dos periodos livres do sintoma da
doenca ou uma prevencado da diminuic¢do da capacidade ou
incapacidade devido a aflicdo da doenca. No caso da Artrite
Reumatoide (RA), uma dose terapeuticamente eficaz
preferivelmente previne deterioragdo adicional de sintomas
fisicos associados com a RA, tal como, por exemplo, dor,
fadiga, inflexibilidade matinal (que dura mais do gque uma
hora), dores musculares difusas, perda de apetite,

fraqueza, dor nas juntas com aquecimento, inchacgo,
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sensibilidade e dureza de uma junta depois da inactividade.
Uma dose terapeuticamente eficaz preferivelmente também
impede ou retarda o inicio da RA, tal como pode ser
desejado quando sinais iniciais ou preliminares da doenga
estdo presentes. Do mesmo modo incluil retardar a progressao
crdénica associada com a RA. Os testes de laboratdrio
utilizados no diagndéstico de RA incluem os qguimicos
(incluindo a medicdo dos niveis de 1IP-10), hematologia,
sorologia e radiologia. Consequentemente, qualquer ensaio
clinico ou Dbiogquimico que monitore qgualquer um dos
precedentes pode ser utilizado para determinar se um
tratamento particular €& uma dose terapeuticamente eficaz
para tratar RA. Uma pessoa de habilidade comum na técnica
seria capaz de determinar tais qguantidades com base em
factores tais como o tamanho do paciente, a gravidade dos
sintomas do paciente e da composicdo ou via particulares de
administracdo seleccionadas.

Uma composicgao da presente invencéao pode ser
administrada por intermédio de uma ou mais vias de
administragdo utilizando um ou mais de uma variedade de
métodos conhecidos na técnica. Como serd avaliado pelo
perito habilitado, a via e/ou modo de administracdo variara
dependendo dos resultados desejados. As vias preferidas de
administracdo para os anticorpos da invencao incluem as
vias intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcuténea, espinhal ou outras vias
parenterais de administracao, por exemplo pela injeccgdo ou
infusdo. A frase "administracdo parentérica"™ como aqui
usada significa modos de administracdo outros gue nao a
administracdo entérica e tépica, usualmente pela injeccado e
inclui, sem limitacdo, as injecc¢des e infusdes intravenosa,
intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutéanea, subcuticular, intraarticular,

subcapsular, subaracndide, intraspinal, epidural e
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intrasternal.

Como alternativa, um anticorpo da invencdo pode ser
administrado por intermédio de uma via n&o parentérica, tal
como uma via tdpica, epidérmica ou mucdsica de
administracdo, por exemplo, intranasal, oral, vaginal,
retal, sublingual ou topicamente.

Os compostos ativos  podem ser preparados com
portadores que protegerdao o composto contra a libertacéao
rapida, tal como uma formulacdo de libertacdo controlada,
incluindo implantes, pensos transdérmicos e sistemas de
libertacdo microencapsulados. Polimeros Dbiodegradaveis,
biocompativeis podem ser utilizados, tais como acetato de
etileno vinilo, polianidridos, dcido poliglicdlico,
colagénio, poliortoésteres e 4&cido poliléactico. Muitos
métodos para a preparacao de tais formulacdes sao
patenteados ou no geral conhecidos por agqueles peritos na
especialidade. Veja-se, por exemplo, Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson,
ed., Mareei Dekker, Inc., Nova Iorque, 1978.

As composicdes terapéuticas podem ser administradas
com dispositivos médicos conhecidos na técnica. Por
exemplo, numa forma de realizacdo preferida, uma composicgao
terapéutica da invencdo pode ser administrada com um
dispositivo de injeccdo hipodérmica sem agulha, tal como oS
dispositivos divulgados nas Patentes U.S. n°® 5.399.163;
5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824; ou
4.596.556. Os exemplos de implantes e mdbédulos bem
conhecidos Uteis na presente invencdo incluem: a Patente
U.S. n® 4.487.603, que divulga uma bomba de micro-infuséo
implantéavel para dispensar a medicacgao numa taxa
controlada; a Patente U.S. n° 4.486.194, que divulga um
dispositivo terapéutico para administrar medicamentos
através da pele; a Patente U.S. n°® 4.447.233, que divulga
uma bomba de infusdo de medicacdo para libertar medicacgao

numa taxa de infusdo exacta; a Patente U.S. n° 4.447.224,
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que divulga um aparelho de infus&o implantdvel de fluxo
varidvel para a libertacdo de medicamento continua; a
Patente U.S. n° 4.439.196, que divulga um sistema de
libertacdo de medicamento osmético que tem compartimentos
de camara multipla; e a Patente U.S. n° 4.475.196, que
divulga um sistema de libertac&o de medicamento osmético.
Estas patentes sdo aqui incorporadas por referéncia. Muitos
outros tais implantes, sistemas de libertacdo e mdédulos séo
conhecidos por agqueles peritos na especialidade.

Em certas formas de realizacdo, os anticorpos humanos
monoclonais da invencao podem ser formulados para garantir
a distribuicdo apropriada in vivo. Por exemplo, a barreira
hematoencefdlica (BBB) exclui muitos compostos altamente
hidrofilicos. Para garantir que os compostos terapéuticos
da invencdo cruzam a BBB (se for desejado), eles podem ser
formulados, por exemplo, em lipossomas. Para os métodos de
fabrico de lipossomas, veja-se, por exemplo, as Patentes
U.S. n° 4.522.811; 5.374.548; e 5.399.331. 0Os 1lipossomas
podem compreender uma ou mais porgdes que sdo
selectivamente transportadas em células ou érgéos
especificos, realgcando assim a libertacdo de medicamento
alvejada (veja-se, por exemplo, V. V. Ranade (1989) J.
Clin. Pharmacol. 29:685). As porgdbes de alvejamento
exemplares incluem foliato ou Dbiotina (veja—-se, por
exemplo, a Patente U.S. n° 5.416.016 concedida a Low et
al.). Manosideos (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 153:1038); anticorpos (P. G. Bloeman et al.,
(1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais et al. (1995)
Antimicrob. Agents Chemother. 39:180); receptor da proteina
A tensoativa (Briscoe et al., (1995) Am. J. Physiol.
1233:134); pl20 (Schreier et al. (1994) J. Biol. Chem.
269:9090); veja-se também K. Keinanen; M. L. Laukkanen
(1994) FEBS Lett. 346:123; J. J. Killion; I. J. Fidler
(1994) Immunomethods 4:273.
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Anticorpos para Utilizagdo nos Métodos da Invengao

Os anticorpos (e imunoconjugados e moléculas
biespecificas) da presente invencdo tém wutilidades de
diagnéstico e terapéuticas in vitro e in vivo. Por exemplo,
estas moléculas podem ser administradas as células em
cultura, por exemplo in vitro ou ex vivo ou num individuo,
por exemplo, in vivo, para tratar, prevenir ou diagnosticar
uma variedade de disturbios. O termo "individuo" como é
utilizado no presente documento ¢é intencionado a incluir
ser humano e animais ndo humanos. Os animais n&do humanos
incluem todos os vertebrados, por exemplo, mamiferos e néo
mamiferos, tais como primatas ndo humanos, ovelha, céaes,
gatos, vacas, cavalos, galinhas, anfibios e répteis. Os
métodos sdo particularmente adequados para tratar pacientes
humanos gque tém um disturbio associado com a expresséo
aberrante de IP-10. Quando anticorpos para IP-10 séo
administrados juntos com um outro agente, os dois podem ser
administrados em ordem ou simultaneamente.

Divulga-se que os anticorpos (e imunoconjugados e
moléculas biespecificas) da invencdo podem ser utilizados
para detectar niveis de IP-10 ou niveis de células dque
contenham 1IP-10. 1Isto pode ser obtido, por exemplo,
colocando-se em contacto uma amostra (tal como uma amostra
in vitro) e uma amostra de controlo com o anticorpo anti-
IP-10 sob condicbes que permitem a formacdo de um complexo
entre o anticorpo e IP-10. Quaisquer complexos formados
entre o anticorpo e IP-10 sdo detectados e comparados na
amostra e no controlo. Por exemplo, métodos de deteccédo
padr&o, bem conhecidos na técnica, tais como ELISA e
ensaios citométricos de fluxo, podem ser realizados
utilizando as composicdes da invencao.

Sao descritos métodos para detectar a presenca de IP-
10 (por exemplo, antigénio de IP-10 humano) numa amostra ou
medir a quantidade de 1IP-10, que compreende contatar a

amostra e uma amostra de controlo, com um anticorpo da
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invencdo ou uma porcdo de ligacdo de antigénio deste, que
especificamente se 1liga a IP- 10, sob condigdes que
permitem a formacdo de um complexo entre o anticorpo ou
porcédo deste e IP-10. A formacdo de um complexo é depois
detectada, em que uma diferenca na formagdo do complexo
entre a amostra comparada com a amostra de controlo é
indicativa da presenca de IP-10 na amostra.

Sé&o descritos kits que compreendem as composigdes (por
exemplo, anticorpos humanos, imunoconjugados e moléculas
biespecificas) da invencdo e instrucgdes para a utilizacéo.
O kit pode ainda conter pelo menos um reagente adicional ou
um ou mails anticorpos adicionais da invenc¢ao (por exemplo,
um anticorpo que tem uma actividade complementar que se
liga a um epitopo no antigénio alvo distinto do primeiro
anticorpo). Os kits tipicamente incluem um rétulo indicando
a utilizagdo pretendido dos contetudos do kit. O termo
rétulo 1inclui qualquer material escrito ou registrado
fornecido ou com o kit ou que de outro modo acompanha o
kit.

A IP-10 é conhecida ter um efeito gquimioatraente sobre
as células T e células NK activadas e para recrutar tais
células para 0s sitios de inflamacéo e respostas
autoimunes. Consequentemente, os anticorpos anti-IP- 10 (e
imunoconjugados e moléculas biespecificas) da invengdo
podem ser utilizados para inibir a resposta inflamatdria ou
autoimune mediada pelas células T e/ou células NK activadas
numa variedade de indicacodes clinicas. A invencao,
portanto, fornece anticorpos ou porgdes de ligacado a
antigénio dos mesmos para utilizacdo num método de inibir
uma resposta inflamatdria ou autoimune mediada pelas
células T activadas e/ou células NK que compreendem
contatar as células T ou células NK com um anticorpo ou
porcdo de ligacdo de antigénio deste, da invencdo (ou
imunoconijugado ou molécula biespecifica da invencédo) tal

gque a resposta inflamatdéria ou autoimune seja inibida. Os
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exemplos especificos de condicgdes inflamatdrias ou
autoimunes em que os anticorpos da invencdo podem ser
utilizados incluem, mas nao sao limitados aos seguintes:

A. Esclerose Maltipla e outras Doengas Desmielinantes

A expressdo de ARNm de IP-10 mostrou ser aumentada na
encefalomielite alérgica experimental de murino (EAE), um
modelo de ratinho de esclerose multipla (Godiska, R. et
al., (1995) J. Neuroimmunol. 58:167-176). Além disso,
niveis aumentados de 1IP-10 foram encontrados no fluido
cerebrospinal de pacientes MS durante eventos
desmielinantes agudos (Sorensen, T. L. et al. (1999) J.
Clin. Invest. 103:807- 815; Franciotta et al. (2001) J.
Neuroimmunol. 115:192-198). A 1IP-10 também mostrou ser
expressada pelos astrécitos em lesdes MS, mas ndo em
substancia branca ndo afetada (Balashov, K. E. et al.
(1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:6873-6878) e ser
expressado pelos macréfagos dentro das placas MS e pelos
astrdécitos reativos no paréngquima circundante (Simpson, J.
E. et al., (2000) Neuropathol. Appl. Neurobiol. 26:133-
142) . Publicagdo de Patente PCT WO 02/15932 mostrou que a
administracdo de anticorpos anti-IP-10 num modelo de virus
da hepatite de ratinho (MHV) de MS resultou na invasé&o de
linfécito T e macrdéfago reduzida, inibiu a progressédo da
desmielinacdo, remielinac¢do aumentada e funcdo neuroldgica
melhorada (veja-se também Liu, M. et al. (2001) J. Immunol.
167:4091-4097). A administracdo de anticorpos anti-IP-10 de
murino mostrou diminuir a incidéncia e a gravidade da
doenca clinica e histoldgica em EAE de murino (Fife, B. T.
(2001) J. Immunol. 166:7617-7624).

Em vista do precedente, os anticorpos anti-IP-10 da
invencgcao podem ser utilizados no tratamento de MS e outras
doencas desmielinantes pela administracdo do anticorpo a um
paciente em necessidade de tratamento. O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacdoc com outros agentes anti-

MS, tais como 1interferdo beta-la (por exemplo, Avonex,
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Rebif®), interferdo beta-1b (por exemplo, Betaseron),
acetato de glatiramer (por exemplo, Copaxone®) e/ou
mitoxantrona (por exemplo, Novantrone®) .

B. Artrite Reumatoide

Os niveis de IP-10 mostraram ser significactivamente
elevados em fluido sinovial, tecido sinovial e soro de
pacientes com artrite reumatoide (RA) (Patel, D. D. et al,
(2001) Clin. Immunol. 98:39-45; Hanaoka, R. et al., (2003)
Arthritis Res. and Therapy 5:R74-R81). O receptor de IP-10,
CXCR3, mostrou ser preferencialmente expressado em
mastbéides dentro do tecido sinovial de pacientes RA
(Ruschpler, P. et al. (2003) Arthritis Res. Ther. 5:R241-
R252) . Num modelo de rato de artrite induzida por adjuvante
(AA), uma resposta de autoanticorpo detectavel contra a
prépria IP-10 foi relatada (Salomon, I. et al, (2002) J.
Immunol. 169:2685-2693). Além disso, a administracdo de uma
vacina de ADN que codifica a IP-10 aumentou a producdo de
anticorpos neutralizantes anti-IP-10 dentro dos ratos e
estes autoanticorpos IP-10 puderam adotivamente transferir
resisténcia a AA aos ratos ingénuos (Salomon, I. et al,
supra) .

Em vista do precedente, o0s anticorpos anti-IP-10 da
invengdo podem ser utilizados no tratamento de artrite
reumatoide pela administracdo do anticorpo a um paciente em
necessidade de tratamento. O anticorpo pode ser utilizado
sozinho ou em combinacdo com outros agentes anti-RA, tais
como medicamentos anti-inflamatdérios nao esteroidais
(NSAIDs), analgésicos, corticosterdides (por exemplo,
prednisona, hidrocortisona), inibidores de TNF (incluindo
adilimumab (Humira®), etanercept (Enbrel®) e infliximab
(Remicade®) ), medicamentos anti-reumdticos modificadores da
doenca (incluindo metotrexato, ciclofosfamida,
ciclosporina, auranofina, azatioprina, tiomalato sdédico de
ouro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida,

minociclina, penicilamina e sulfasalazina), medicacbes de
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fibromialgia, medicacbes de osteoporose e medicacgbes de
gota.
C. Doencga Intestinal Inflamatéria

A expressdo de IP-10 mostrou ser significactivamente
realcada em células gque infiltram a lamina prdépria de
bidpsias coldénicas tiradas de pacientes com colite
ulcerativa (Uguccioni, M. et (19299) Am. J. Pathol. 155:331-
336) . Além disso, a neutralizacdo de IP-10 mostrou proteger
ratinhos da ulceracédo epitelial na colite aguda e realcar a
sobrevivéncia da célula do foliculo (Sasaki, S. et al.
(2002) Eur. J. Immunol. 32:3197-3205). Também, em ratinhos
-/— IL-10, qgue desenvolvem a colite similar a doencga de
Crohn em seres humanos, o tratamento com anticorpos anti-
IP-10 levou a melhora na contagem da inflamacédo (Singh, U.
P. et al., (2003) J Immunol. 171:1401-1406).

Em vista do precedente, os anticorpos anti-IP-10 da
invengdo podem ser wutilizados no tratamento de doenga
inflamatdéria intestinal (IBD), incluindo colite ulcerativa
e doenca de Crohn, pela administracdo do anticorpo a um
paciente em necessidade de tratamento. O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes anti-
IBD, tais como medicamentos contendo mesalamina (incluindo
sulfasalazina e outros agentes contendo o 4cido 5-
aminossalicilico (5-AS8A4), tais como olsalazina e
balsalazida), medicamentos anti-inflamatdrios nao
esteroidais (NSAIDs), analgésicos, corticosterdides (por
exemplo, predinisona, hidrocortisona), inibidores de TNF

(incluindo adilimumab (Humira®), etanercept (Enbrel® e

infliximab (Remicade®)), imunossupressores (tais como 6-
mercaptopurina, azatioprina e ciclosporina A) e
antibidéticos.

D. Lupo Eritematoso Sistémico

Os niveis de IP-10 séricos foram mostrados ser
acentuadamente aumentados em pacientes com lupo eritematoso

sistémico (SLE) e os niveils foram mostrados correlacionar-—
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se com a actividade da doenca (veja—-se, por exemplo,
Narumi, S. et al., (2000) Cytokine 12:1561-1565) .
Consequentemente, numa outra forma de realizacgéo, 0s
anticorpos anti-IP- 10 da invencado podem ser utilizados no
tratamento de SLE pela administracdao do anticorpo a um
paciente em necessidade de tratamento. O anticorpo pode ser

utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes anti-

SLE, tal como medicamentos anti-inflamatdrios nao
esteroidais (NSAIDs), analgésicos, corticosterdides (por
exemplo, predinisona, hidrocortisona), 1munossupressores

(tais como <ciclofosfamida, azatioprina e metotrexato),
antimalariais (tais como hidroxicloroquina) e medicamentos
bioldégicos que inibem a producdo de anticorpos de dsDNA
(por exemplo, LJP 394).

E. Diabetes Tipo I

Os niveis de IP-10 séricos mostraram ser elevados em
pacientes com diabetes do Tipo I, particularmente aqueles
com a doenca de inicio recente e os niveis foram mostrados
estar correlacionados com o numero de células T que
produzem gama-interferdo reativas em GAD em pacientes
positivos em autoanticorpos GAD (Shimada, A. et al., (2001)
Diabetes Care 24:510-515). Num estudo separado, os niveis
de 1IP-10 séricos foram verificados serem aumentados em
pacientes com a doenca recém diagnosticada e em pacientes
em alto risco para a doenga e concentracbes de IP-10
correlacionadas com os niveis de IFN-gama (Nicoletti, F. et
al., (2002) Diabetologia 45:1107-1110). Além disso, células
beta foram demonstradas segregar Ip-10, levando a
quimioatragdo de células T e ratinhos deficientes em CXCR3
mostraram ter inicio retardado de diabetes do Tipo I
(Frigerio, S. et al., (2002) Nature Medicine 8:1414-1420).

Consequentemente, numa outra forma de realizacdo, oS
anticorpos anti-IP-10 da invencao podem ser utilizados no
tratamento da diabetes do Tipo I pela administracao do

anticorpo a um paciente em necessidade de tratamento. O
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anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em combinacdo com
outros agentes anti-diabéticos, tais como insulina.

F. Disturbios de Pele Inflamatdrios

A expressao de IP-10 mostrou estar associada com uma
variedade de disturbios de pele inflamatdédrios. Por exemplo,
a IP-10 foi detectada em queratindédcitos e no infiltrado
dérmico de placas psoridticas ativas (Gottlieb, A. B. et
al. (1988) J. Exp. Med. 168:941-948). Além disso, CXCR3 &
expressado pelos 1linfécitos CD3+ dérmicos, sugerindo que
CXCR3 esteja envolvido no transporte de linfdécito T para a
derme psoridtica (Rottman, J. B. et al., (2001) Lab.
Invest. 81:335-347). Consequentemente, numa outra forma de
realizacdo, os anticorpos anti-IP-10 da invencgdo podem ser
utilizados no tratamento de psoriase pela administracédo do
anticorpo a um paciente em necessidade de tratamento. O
anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em combinacdo com
outros agentes ou tratamentos, tais como tratamentos
tépicos (por exemplo, esteroides, alcatrao de hulha,
calcipotrieno, tazaroteno, antralin, 4&cido salicilico),
fototerapia, medicacgdes sistémicas (por exemplo,
metotrexato, retinoides orais, ciclosporina, ésteres de
dcido fumdrico) e/ou medicamentos bioldgicos (por exemplo,
alefacept, efalizumab).

Liguen plano, uma doenga inflamatdéria crdnica da pele
e mucosa oral, mostrou estar associada com células T CD4+ e
CD8+ infiltrantes que expressam CXCR3 e, além disso, as
células T citoliticas infiltrantes CD8+ mostraram ter IP-10
nos seus granulos citoliticos e os queratindcitos lesionais
mostraram superexpressar IP-10 (Iijima, W. et al. (2003)
Am. J. Pathol. 163:261-268). Consequentemente, numa outra
forma de realizacdo, os anticorpos anti-IP-10 da invencao
podem ser utilizados no tratamento de liquen plano pela
administracdo do anticorpo a um paciente em necessidade de
tratamento. O anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em

combinagdo com outros agentes ou tratamentos, tais como
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agentes anti-inflamatdérios, anti-histaminas,
corticosterdides e terapéutica leve.

A expressao de IP-10 mostrou ser elevada em outros
disturbios de pele inflamatérios, tais como lupo
eritematoso discdide crénico e infiltracdo linfocitica de
Jessner da pele (Flier, J. et al., (2001) J. Pathol.
194:398-405) . Consegquentemente, os anticorpos anti-IP-10 da
invengcdo podem ser utilizados no tratamento destes
distarbios de pele inflamatdérios pela administracdo do
anticorpo a um paciente em necessidade de tratamento. O
anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em combinacgcdo com
outros agentes ou tratamentos, como descrito acima.

G. Doenga da Tirdide Autoimune

Tanto IP-10 quanto CXCR3 mostraram ser expressados na
gléndula da tirdéide de pacientes que sofrem da Doencga de
Graves (GD), mas nado sao expressados (ou escassamente
expressados) em tecido da tirdide normal e a expressdo foi
mais alta em pacientes com GD de inicio recente (Romagnani,
P. et al., (Am. J. Pathol. 161:195-206). A IP-10 também
mostrou ser expressada em tecido da tirdide de pacientes
que sofrem de tireoidite de Hashimoto (Kemp, E. H. et al.,
(2003) Clin. Endocrinol. 59:207- 213). Consequentemente,
numa outra forma de realizacgdo, os anticorpos anti-IP-10 da
invencdo podem ser utilizados no tratamento de doenga da
tiredide autoimune, incluindo a Doenga de Graves e
tireoidite de Hashimoto, pela administracdo do anticorpo a
um paciente em necessidade de tratamento. O anticorpo pode
ser utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes
ou tratamentos, tais como medicamentos anti-tirdide, iodo
radioativo e tireoidectomia subtotal.

H. Sindrome de Siogren

A expressao de ARNm de IP-10 mostrou ser
significactivamente suprarregulada nas glandulas salivares
de pacientes com sindrome de Sjogren (SS), com a expressao

sendo mais proeminente no epitélio ductal adjacente aos
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infiltrados linfdéides (veja-se, por exemplo, Ogawa, N. et
al., (2002) Arthritis Rheum. 46:2730-2741) .
Consequentemente, numa outra forma de realizacgéo, 0s
anticorpos anti-IP-10 da invencgdo podem ser utilizados no
tratamento da Sindrome de Sjogren pela administracdo do
anticorpo a um paciente em necessidade de tratamento. O
anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em combinacdo com
outros agentes anti-SS, tais como lubrificantes artificiais
(por exemplo, lagrimas artificiais isentas de conservante,
salivas artificiais, logdes de pele sem cheiro,
pulverizagdes nasals salinas e lubrificantes wvaginais),
Lacriserts® para o tratamento de olhos secos, cloridreto de
pilocarpina (Salagen®) e ceiimelina (Eyoxac®)) para o
tratamento da boca seca, medicamentos anti-inflamatdrios
nao esteroidais (NSAIDs), esterdides e medicamentos
imunossupressivos.

I. Inflama¢ao Pulmonar

A expressao de IP-10 foi examinada num modelo de
ratinho de asma alérgica, com os resultados que demonstram
que IP-10 é super regulada nos pulmdes depois da inoculacao
de alérgeno e que a super expressdo de IP-10 foi associada
com a hiperactividade das vias aéreas aumentadas,
eosinofilia, niveis 1IL-4 aumentados e recrutamento de
linfdécitos CD8+ (Medoff, B. D. et al (2002) J. Immunol.
168:5278-5286). Além disso, fumantes que desenvolvem a
doencga pulmonar obstrutiva crénica (COPD) mostraram
expressar a IP-10 no seu epitélio bronquiolar (Saetta, M.
et al (2002) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 165:1404-1409).
Além disso ainda, altos niveis de IP-10 foram demonstrados
no fluido da lavagem bronquiocalveolar de pacientes com
sarcoidose pulmonar e alveolite linfocitica (Agostini, C.
et al (1998) J. Immunol. 161:6413-6420).

Consequentemente, numa outra forma de realizacao, oS
anticorpos anti-IP-10 da invencao podem ser utilizados no

tratamento de doenca caracterizados pela inflamacéo
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pulmonar, tal como a asma, COPD, sarcoidose pulmonar ou
alveolite linfocitica, pela administracdo do anticorpo a um
paciente em necessidade de tratamento. O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacd&o com outros agentes para
reduzir a inflamac¢do pulmonar, tal como cromolina sdédica,
nedocromil sddico, corticosterdides inalados,
corticosterdides sistémicos (por exemplo, oral),
antagonistas beta de acgao curta, broncodilatadores de
accdo curta, antagonistas ou agonistas de accdo longa beta
(oral ou inalado), modificadores de leucotrieno, teofilina
e terapéutica oxigénio.

J. Rejeicdo a Transplante

A TP-10 mostrou desempenhar um papel na rejeicdo de
tecido transplantado. Por exemplo, o tratamento de ratinhos
com anticorpos anti-IpP-10 neutralizantes aumentou a
sobrevivéncia de aloenxertos do intestino delgado e acumulo
reduzido de células T e células NK hospedeiras na lamina
prépria (Zhang, Z. et al., (2002) J. Immunol. 168:3205-
3212) . Além disso, em ratinhos que recebem aloenxertos da
ilhota pancredtica, o tratamento de anticorpo anti-IP-10
também resultou na sobrevivéncia de aloenxerto aumentado e
infiltracdo de enxerto linfocitico diminuido (Baker, M. S.
et al., (2003) Surgery 134:126-133). Adicionalmente,
aloenxertos cardiacos, mas ndo coracgdes normais, mostraram
expressar IP-10 e CXCR3 e niveis 1IP-10 elevados foram
associados com a vasculopatia de enxerto cardiaco (Zhao, D.
X. et al., (2002) J. Immunol. 169:1556-1560). CXCR3 e IP-10
também mostraram ser expressados pelas células
inflamatdérias que infiltram aloenxertos pulmonares
(Agostini, C. et al., (2001) Am. J. Pathol. 158:1703-1711).
A neutralizacdo de CXCR3 ou IP-10 in vivo mostrou atenuar a
sindrome da bronquiolite obliterante (BOS), a limitacéo
maior a sobrevivéncia para receptores de transplante
pulmonar, num modelo de transplante pulmonar de murino
(Belperio, J. A. et al. (2002) J. Immunol. 169:1037-1049).
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Em vista do precedente, a invencdo também fornece um
método de inibir a rejeicao a transplante pela
administracdo de um anticorpo anti-IP-10 da invencdo a um
receptor de transplante em necessidade de tratamento. Os
exemplos de transplantes de tecido que podem ser tratados
incluem; mas nao sao limitadas a, figado, pulmdo (por
exemplo, tratamento de BO0OS), rim, coracgao; intestino
delgado e células da ilhota pancredtica. O anticorpo pode
ser utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes
para inibir a rejeicdo a transplante, tais como agentes
imunossupressivos (por exemplo, ciclosporina, azatioprina,
metil-prednisolona, prednisolona, prednisona, micofenolato

mofetilo, sirilimus, rapamicina, tacrolimus), agentes anti-

infectivos (por exemplo, aciclovir, clotrimazol,
ganciclovir, nistatina, trimetoprimsul fametoxazol),
diuréticos (por exemplo, bumetanida, furosemida,
metolazona) e medicagbes contra Ulcera (por exemplo,
cimetidina, farnotidina, lansoprazol, omeprazol,

ranitidina, sucralfato).

K. Dano a Medula Espinhal

Dano traumdtico a medula espinhal leva a infiltracédo
de células inflamatdérias. A IP-10 mostrou desempenhar um
papel central na degeneracdo secundaria a seguir ao dano a
medula espinhal (Gonzalez et al. (2003) Exp. Neurol.
184:456-463; veja-se também a publicacgdo de patente PCT WO
03/06045). A IP-10 mostrou ser significactivamente elevada
nas medulas espinhais de rato contundido 6 e 12 horas apds
a lesao (McTigue, D. M. et al., (1998) J. Neurosci. Res.
53:368-376) e na medula espinhal de ratinho lesionado 6
horas apdés a 1leséao (Gonzalez et al. (2003) supra) .
Consequentemente, a inibicdo da actividade de IP-10 depois
do dano a medula espinal mostrou ser Util na reducdo da
infiltracdo de células inflamatdérias e reduzindo assim o
dano ao tecido secundédrio a inflamacdo. A inibicdo também

pode reduzir a infiltracdo de células inflamatdrias,
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diminuir a degeneragdo secundadria e melhorar a recuperagao
a sequir da lesdo cerebral traumdtica e o acidente wvascular
cerebral. Assim, a invengdo também fornece um método de
tratar dano a medula espinal e lesao cerebral (por exemplo,
acidente vascular cerebral) num paciente em necessidade de
tratamento que compreende administrar ao paciente um
anticorpo anti-IP-10 da invencgcdo. O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes, tais
como outros agentes anti-inflamatérios.

L. Doencgas Neurodegenerativas

A expressdo de IP-10 e CXCR3 dentro do sistema nervoso
central foi verificado ser super regulado em associacao com
mudancas patoldgicas associadas com a Doenca de Alzheimer
(AD) (Xia, M. Q. e Hyman, D. T. (1999) J. Neurovirol. 5:32-
41) . Dentro de cérebros AD, o CXCR3 mostrou ser expressado
constitutivamente em neurdnios e processos neuronais em
varias regides corticais e subcorticais e IP-10 mostrou ser
expressado em astrdécitos e o seu nivel foil acentuadamente
elevado gquando comparado com oS cérebros normais (Xia, M.
Q. et al., (2000) J. Neuroimmunol. 108:227- 235).
Consequentemente, os anticorpos da i1invengcao podem ser
utilizados no tratamento de doencas neurodegenerativas,
tais como a doenga de Alzheimer e a doengca de Parkinson,
pela administragdo a um paciente em necessidade de
tratamento o anticorpo anti-IP-10, sozinho ou em combinacéo
com outros agentes terapéuticos. Os exemplos de agentes com
que o anticorpo anti-IP-10 pode ser combinado para o
tratamento da doenca de Alzheimer incluem os inibidores da
colinesterase (donepezil, rivastigmina, galantamina,
tacrina) e vitamina E. Um exemplo de um agente com que o
anticorpo anti—-IP-10 pode ser combinado para o© tratamento
da doenga de Parkinson é levodopa.

M. Gengivite
A periodontite marginal estd associada com o tecido

gengival inflamado. As células que produzem IP-10 foram
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verificadas em tecido gengival humano inflamado, assim como
células qgue expressam o receptor CXCR3 (Kabashima, H. et
al. (2002) Cytokine 20:70-77). Consequentemente, numa outra
forma de realizacgdo, os anticorpos anti-IP- 10 da invencéo
podem ser utilizados no tratamento de gengivite pela
administracdo do anticorpo a um paciente em necessidade de
tratamento. O anticorpo pode ser utilizado sozinho ou em
combinagdo com outros agentes ou tratamentos, tais como
enxagues Dbucais anti-gengivais (por exemplo, enxagues
bucais antibidéticos), descamacdo periodontal e aplainamento
de raiz e cirurgia periodontal.

N. Inflamagédo Associada com a Terapéutica de Gene

Os adenovirus deficientes em replicacdo, utilizados
como vectores adenovirais wutilizados na terapéutica de
gene, podem causar lesdao aguda e inflamacdo nos tecidos
infectados pelos vectores virais. Tais vectores adenovirais
mostraram induzir a expressdo de IP-10 através da ativacéo
dependente de capsideo de NFkB (Borgland, S. L. et al.
(2000) J. Virol. 74:3941-3947) . Consequentemente, 0s
anticorpos anti-IP-10 da invencdo podem ser utilizados para
inibir a 1lesdo e/ou a inflamacgdo induzida pela 1IP-10
durante o tratamento da terapéutica de gene que utiliza um
vector viral, tal como um vector adenoviral, que estimula a
producado nado desejada de IP-10.

0. Doengas de Angiogénese

A IP-10 mostrou inibir a angiogénese in vitro e 1in
vivo (Strieter et al. (1995) Biochem. Biophys. Res. Commun.
210:51-57; Angiolillo et al., (1995) J. Exp. Med. 182:155-
162; Luster et al. (1995) J. Exp. Med. 182:219-231). A
angiogénese desempenha um papel crucial em muitos processos
de doenca, tal como a resposta de cura ao trauma. Por
exemplo, a vasculatura dentro da medula espinhal machucada
permanece num estado de remodelagem ativa até pelo menos 28
dias apds a lesado (Popovich et al., (1997) J. Coup. Neurol.
377:443-464) .
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Pensa-se que a IP-10 exerce os seus efeitos
angiostaticos através da inibicdo do crescimento da célula
endotelial e quimiotaxia. Ela faz isto através do seu
motivo de 1ligacdo de heparina assim como através de um
mecanismo mediado pelo receptor. Através do seu motivo de
ligagcdo de heparina ela impede os factores angiogénicos
FGF-2 e VEFG165 de ligacgdo aos seus receptores. Ela também
exerce o0s seus efeitos através de um processo mediado pelo
receptor. O receptor para IP-10, o CXCR3, é como
alternativa unido para produzir as duas variacodes
conhecidas CXCR3A e CXCR3B. A ligacao de IP-10 ao receptor
CXCR3A leva a proliferacdo e gquimiotaxia da célula alvo, ao
passo que a ligacdo de IP-10 ao receptor CXCR3B tem o
efeito oposto de inibicdo do crescimento e quimiotaxia. E
através do receptor CXCR3B que a IP-10 atua como um factor
angiostéatico (Lasagni et al. (2003) J. Exp. Med. 197:1537-
1549) .

Em vista do precedente, os anticorpos anti-IP-10 da
invencdo podem ser utilizados no tratamento de doencas que
requeiram a angiogénese, por exemplo onde o comportamento
angiostatico de IP-10 retarda ou impede a cura e exacerba o
pProcesso da doenca. Tais doencas incluem: 1) a
neovascularizacdo fisioldgica aberrante, que pode impactar
a cicatrizacdo de ferimento, o ciclo estro feminino,
gravidez, hipertrofia induzida pelo exercicio e outros; 2)
as indicacgbes que podem requerer o estimulo da
neovascularizacdo, incluindo a inducdo da formacdo de wvaso
colateral (incluindo a 1isquemia miocardica, isquemia
periférica, isquemia cerebral), doenca da artéria
corondria, doenca vascular periférica, acidente wvascular
cerebral, cicatrizacdo de ferimento, enxerto subsequente ao
transplante de 6rgdo tal como o transplante de célula da
ilhota, fratura e reparo de tenddo, cirurgia reconstrutiva,
engendramento de tecido, restenose, perda de <cabelo,

Ulceras de decubito e estase, Tulceras gastrointestinais,
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insuficiéncia placentdria, necrose asséptica, hipertenséao
pulmonar e sistémica, deméncia vascular, Doenca de
Alzheimer, arteriopatia dominante autossémica cerebral com
infartos subcorticais e leucoencefalopatia (CADASIL) ;
pseudocisto da tiredide e linfoedema; e 3) indicacgdes que
possam requerer a remodelagem vascular, incluindo méa
formacgdes vasculares, psoriase e pré eclampsia. Os
anticorpos da invencdo podem ser utilizados sozinhos ou em
combinacdo com outros agentes indutores da angiogénese.

P. Doenga Renal Inflamatdria

O receptor CXCR3 foi reportado ser expressado pelas
células mesangiais de pacientes com nefropatia de IgA,
glomerulonefrite membranoproliferativa ou glomerulonefrite
rapidamente progressiva (Romagnani, P. et al. (1999) J. Am.
Soe. Nephrol. 10:2518-2526). Além disso, num modelo de
ratinho de nefrite nefrotdéxica, os niveis de ARNm da IP-10
foram aumentados seis vezes no cértex de rins nefriticos 7
dias depoilis da indugédo de nefrite (Schadde, E. et al.
(2000) Nephrol. Dial. Transplant. 15:1046-1053). Além disso
ainda, altos niveis de expressao de IP- 10 foram observados
em espécimes de Dbidpsia renal de pacientes humanos com
glomerulonefrite quando comparados com rins normais
(Romagnani, P. et al., (2002) J. Am. Soe. Nephrol. 13:53-
64) . Consequentemente, os anticorpos anti-IP-10 da invencéo
podem ser utilizados no tratamento de doencga renal
inflamatéria, incluindo a nefropatia de IgA,
glomerulonefrite membranoproliferativa e glomerulonefrite
rapidamente progressiva. Os anticorpos da 1invengao podem
ser utilizados sozinhos ou em combinagdo com outros agentes
ou tratamentos utilizados no tratamento de
glomerulonefrite, tais como antibidéticos, diuréticos,
medicacgdes para a pressdo sanguinea alta e diédlise.

Q. Aterosclerose

A IP-10 mostrou ser um factor mitogénico e

quimiotdtico para o musculo 1liso wvascular, que séao
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caracteristicas importantes de células do musculo liso para
a sua contribuicdo para a patogénese de aterosclerose
(Wang, X. et al., (1996) J. Biol. Chem. 271:24286-24293). A
IP-10 também mostrou ser induzida em células do musculo
liso depois do tratamento com LIPS ou interferdao gama e
também foi induzida na artéria cardétida de rato depois da
angioplastia de baldo (Wang, X. et al., (1996) supra). Além
disso, a IP-10 demonstrou ser expressada em células
endoteliais associadas com ateroma, células do musculo liso
e macrdéfagos, sugerindo um papel para a IP- 10 no
recrutamento e retencdo de células T activadas que foram
observadas dentro das lesbdes da parede vascular durante a
aterogénese (Mach, F. et al., (1999) J. Clin. Invest.
104:1041-1050) . Consequentemente, os anticorpos anti-IP-10
da invencdo podem ser utilizados no tratamento ou prevencgao
de aterosclerose. O0Os anticorpos podem ser utilizados
sozinhos ou em combinacgdo com outros agentes ou tratamentos
utilizados no tratamento de aterosclerose, tais como
medicacdes para a pressdo sanguinea alta e medicamentos que
diminuem o colesterol.

R. Infecc¢bdes Virais

A IP-10 pode ser regulada para c¢ima em varias
infecgdes virais e pode desempenhar um papel benéfico no
recrutamento de células T activadas para combater a
infecgdo viral. Em certos casos, entretanto, a producédo de
IP- 10 durante a infecgdo viral pode levar a efeitos
nocivos e assim, a actividade de IP-10 pode ser indesejada
e pode ser desejavel inibir a actividade de IP-10 em tais
infecgdes virais utilizando um anticorpo anti-IP-10 da
invencao.

Por exemplo, a IP-10 mostrou estimular a replicacdo de
virus da imunodeficiéncia humana (VIH) em macrdfagos
derivados de mondécito e 1linfdécitos de sangue periférico
(Lane, B. R. et al. (2003) Virology 307:122- 134). Além

disso, niveis de IP-10 sé&do elevados no fluido cerebrospinal
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e cérebro de pacientes infectados com o VIH e no sistema
nervoso central de ratinhos transgénicos VIH gpl20
(Asensio, V. C. et al. (2001) J. Virol. 75:7067-7077).

Os niveis de IP-10 também mostraram ser elevados em
pacientes com virus da hepatite C (HCV) persistente crénico
e em pacientes com hepatite ativa crénica (Narumi, S. et
al., (1997) J. Immunol. 158:5536- 5544). Em figados
infectados com o HCV, a IP-10 mostrou ser expressada pelos
hepatécitos mas ndo pelos outros tipos de célula dentro do
figado e uma proporgdo significactivamente mais alta de
células T positivas em CXCR3 foi encontrada no figado
quando comparada com o sangue (Harvey, C. E. et al., (2003)
J. Leukoc. Biol. 74:360-369).

A secrecdao aumentada de IP-10 mostrou estar associada
com a resposta inflamatéria a infeccédo pelo virus do herpes
simples tipo I (HSV-1) ocular aguda em ratinhos e
tratamento de ratinhos infectados pelo HSV-1 com anticorpos
anti-IP-10 mostrou reduzir a infiltracdo de célula
mononuclear no estroma cérneo, reduzir a patologia cdrnea e
inibe a progressdo do virus do estroma cdérneo para a retina
durante a infecc¢do aguda (Carr, D. J. et al. (2003) J.
Virol 77:10037-10046) .

A expressdo de IP-10 também mostrou ser expressada na
meningite wviral. A IP-10 foi demonstrada estar presente no
CSF de pacientes com meningite viral e ser responsavel pela
actividade quimiotéatica sobre neutréfilos, células
mononucleares de sangue periférico e células T activadas
(Lahrtz, F. et al., (1997) Bur. J. Immunol. 27:2484-2489;
Lahrtz, F. et al. (1998) J. Neuroimmunol. 85:33-43).

Em vista do precedente, os anticorpos anti-IP-10 da
invencao podem ser utilizados no tratamento de infeccgdes
virais envolvendo a actividade de IP-10 ndo desejada pela
administracdo do anticorpo a um paciente em necessidade de
tratamento. Os exemplos ndo limitantes de infecg¢des virais

que podem ser tratadas incluem VIH (por exemplo, encefalite
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induzida pelo VIH), HCV, HSV-1, meningite wviral e Sindrome
Respiratdéria Aguda Severa (SARS). O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes anti-
virais, tails como, para a infecgcao VIH, 1inibidores da
transcriptase reversa de nucleosideo/nucledtido, inibidores
da transcriptase reversa gque ndo de nucleosideo e/ou
inibidores da protease (e combinacbes destes), para a
infecgcdo pelo HCV, interferdo alfa 2a, interferdo alfa 2a
peguilado e/ou ribavirina e para a infeccdo pelo HSV-1,
aciclovir, wvalaciclovir e/ou fanciclovir.

S. Infecgdes Bacterianas.

As infeccgbes bacterianas induzem a producdo de IP-10
em células afetadas (veja-se Gasper, N. A. et al. (2002)
Infect Immun. 70:4075-82). A meningite bacteriana também &
especificamente conhecida invocar a expressao de IP-10
(Lapinet, J. A. et al. (2000) Infect Immun. 68:6917- 23). A
IP-10 também é produzida pelas células somaticas
testiculares de tubulos seminiferos, num modelo de infeccéo
bacteriana, indicando fortemente um papel provavel destas
guimiocinas no acumulo de neutrdfilos e linfdédcitos T
durante a inflamacdo testicular, que ¢é classicamente
observada na patogénese de infeccbdes bacterianas (Aubry, F.
et al. (2000) EBEur. Cytokine Netw. 11:690- 8).

Em vista do precedente, os anticorpos anti-IP-10 da
invencdo podem ser utilizados no tratamento de infecgdes
bacterianas envolvendo a actividade de IP-10 nao desejada
pela administracao do anticorpo a um paciente em
necessidade de tratamento. Os exemplos de infeccgdes
bacterianas incluem, mas nado sao limitadas a, meningite
bacteriana e pneumonia bacteriana. O anticorpo pode ser
utilizado sozinho ou em combinacdo com outros agentes anti-
bacterianos, talis como antibidticos.

Exemplo 1: Geragdo de Anticorpos Humanos Monoclonais Contra
a Ip- 10

Antigénio
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A TP 10 humana recombinante purificada derivada de E.
coli (PeproTech, 1Inc., Cat numero:300-12) ou IP10 humana
recombinante purificada conjugada a hemocianina do Molusco
keyhole limpet (KLH), foram utilizadas como o antigénio

Ratinhos HuMab e KM Transgénicos

Anticorpos totalmente humanos monoclonais para IP 10
foram preparados utilizando as estirpes HCo7, HCol2 e HCol7
de ratinhos transgénicos HuMab e a estirpe KM de ratinhos
transcromossémicos transgénicos, cada um dos quais
expressam genes de anticorpo humano. Em cada uma das
estirpes destes ratinhos, o gene da cadeia leve capa de
ratinho enddgeno foi homozigoticamente rompido como
descrito em Chen et al., (1993) EMBO J. 12:811-820 e o gene
da cadeia pesada de ratinho enddégeno foi homozigoticamente
rompido como descrito no Exemplo 1 da Publicacdo PCT WO
01/09187. Cada uma destas estirpes de ratinho carrega um
transgene da cadeia leve capa humano, KCo5, como descrito
em Fishwild et al., (1996) Nature Biotechnology 14:845-851.
A estirpe HCo7 carrega o transgene da cadeia pesada humana
HCo7 como descrito nas Patentes U.S. 5.545.806, 5.625.825 e
5,545.807. A estirpe HCol2 carrega o transgene da cadeia
pesada humana HCol2 como descrito no Exemplo 2 da
Publicagdo PCT WO 01/09187. A estirpe HCol7 carrega o
transgene da cadeia pesada humana HCol7 como descrito no
Exemplo 8 abaixo. A estirpe KM contém o transcromossoma
SC20 como descrito na Publicacdo PCT WO 02/43478.

Imunizag¢bes HuMab e KM:

Para gerar anticorpos monoclonais totalmente humanos
para IP 10, ratinhos HuMab e ratinhos KM foram imunizados
com IP 10 recombinante purificado derivado de E. coli ou
conjugado IP10-KLH Como antigénio. Os esquemas de
imunizac¢d&o geral para ratinhos HuMab sdo descritos em
Lonberg, N. et al (1994) Nature 368 (6474) :856-859;
Fishwild, D. et al., (1996) Nature Biotechnology 14:845-851
e Publicagdo PCT WO 98/24884. Os ratinhos tiveram 6 a 16
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semanas de i1dade na primeira infusdo de antigénio. Uma
preparacado recombinante purificada (5 a 50 lug) de
antigénio IP 10 (por exemplo, purificado a partir de
células FE. coli transfectadas que expressam IP 10) foi
usada para 1imunizar os ratinhos HuMab e ratinhos KM
intraperitonealmente, subcutaneamente (Sc) ou por
intermédio de injecc¢do na almofada da pata.

Os ratinhos transgénicos foram imunizados duas vezes
com antigénio em adjuvante de Freund completo ou adjuvante
de Ribi intraperitonealmente (IP), subcutaneamente (Sc) ou
por intermédio da almofada da pata (FP), seguido por 3 a 21
dias de imunizacgcdo IP, Sc ou FP (até um total de 11
imunizacdes) com o antigénio em adjuvante de Freund
incompleto ou adjuvante de Ribi. A resposta 1imune foi
monitorizada pelas sangrias retroorbitais. O plasma foi
rastreado por meio de ELISA (como descrito abaixo) e os
ratinhos com titulos suficientes de imunogolobulina humana
anti- IP10 foram utilizados para as fusdes. Os ratinhos
foram reforgados intravenosamente com antigénio 3 e 2 dias
antes do sacrificio e da remocgdo do baco. Tipicamente, 10 a
35 fusbes para cada antigénio foram realizadas. Diversas
dazias de ratinhos foram imunizados para cada antigénio. Um
total de 82 ratinhos das estirpes de ratinhos HCo7, HCol2,
HCol7 e KM foram imunizados com IP 10.

Selecgdo de Ratinhos HuMab ou KM Que Produzem Anticorpos
Anti- IP10:

Para seleccionar ratinhos HuMab ou KM gque produzem

anticorpos que se ligam a IP 10, soros de ratinhos
imunizados foram testados por meio de ELISA como € descrito
por Fishwild, D. et al. (1996). Em resumo, as placas de
microtitulacdo foram revestidas com DP 10 recombinante
purificada de E. coli a 1 a 2 npg/ml em PBS, 50 ul/pogo
incubados a 4 °C durante a noite depois blogqueado com 200
nl/pogo de soro de galinha a 5 % em PBS/Tween (0,05 %).

Diluigbdes de plasma de ratinhos imunizados IP 10 foram
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adicionados a cada pogo e incubados por 1 a 2 horas na
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS/Tween
e depois incubados com um anticorpo policlonal IgG Fc anti-
humano de cabra conjugado com peroxidase de rédbano (HRP)
por 1 hora na temperatura ambiente. Depois de lavagem, as
placas foram desenvolvidas com substrato ABTS (Sigma, A-
1888, 0,22 mg/ml) e analisada pelo espectrofotdédmetro na OD
415-495. 0Os ratinhos que desenvolveram os titulos mais
altos de anticorpos anti-IP10 foram wutilizados para as
fusdes. As fusbes foram realizadas como descrito abaixo e
0s sobrenadantes de hibridoma foram testados quanto a
actividade anti-IP10 por meio de ELISA.

Geracdo de Hibridomas Que Produzem Anticorpos Humanos

Monoclonais para IP 10:

Os esplenécitos de ratinho, isolados a partir de
ratinhos HuMab e ratinhos KM, foram fundidos com PEG a uma
linha de célula de mieloma de ratinho com base nos
protocolos padrao. Os hibridomas resultantes foram depois
rastreados quanto a producdo de anticorpos especificos de
antigénio. Suspensdes de célula uGnica de linfécitos
esplénicos de ratinhos imunizados foram fundidas a um
quarto do numero de células de mieloma de ratinho néao
segregor SP2/0 (ATCC, CRL 1581) com 50 % de PEG (Sigma). As
células foram inoculadas em placa em aproximadamente 1 x
10°/poco em placas de microtitulacdo de fundo chato,
seguido por cerca de duas semanas de incubacdo em meio
selectivo contendo 10 % de soro bovino fetal, 10 % de meio
condicionado P388D1 (ATCC, CRL TIB-63), 3 a 5 % de origen
(IGEN) em DMEM (Mediatech, CRL 10013, com alta glicose, L-
glutamina e piruvato de sédio) mais 5 mM de HEPES, 0,055 mM
de 2-mercaptoetanol, 50 mg/ml de gentamicina e 1x HAT
(Sigma, CRL P-7185). Depois de 1 a 2 semanas, as células
foram cultivadas em meio em que o HAT foi substituido com
HT. Os pog¢os individuais foram depois rastreados por meio

de ELISA (descrito acima) para anticorpos IgG monoclonais
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anti-IP10 humanos. Uma vez que o cultivo de hibridoma
extensivo ocorreu, o meio foi monitorizado usualmente
depois de 10 a 14 dias. Os hibridomas gue segregam
anticorpo foram recolocados em placa, mais uma vez
rastreados e, se ainda positivos qguanto a IgG humana, oS
anticorpos monoclonais anti-IP10 foram subclonados pelo
menos duas vezes pela diluicdo limitante. Os subclones
estéveis foram depois cultivados 1in vitro para Jgerar
quantidades pequenas de anticorpo em meio de cultura de
tecido para outra caracterizacéo.

Os clones de hibridoma 1D4, 1E1, 2G1l, 3C4, 6AL, 6AS,
6B10, 7C10, B8F6, 10Al2 e 13C4 foram seleccionados para
andlise adicional.

Exemplo 2: Caracterizagdo Estrutural de Anticorpos Humanos
Monoclonais Contra IP-10

As sequéncias de ADNc que codificam as regides de
cadeia pesada e leve dos anticorpos monoclonais 1D4, 1E1,
2G1, 3C4, e6A5, 6A8, 6B10, 7C10, 8F6, 10Al2 e 13C4 foram
obtidas a partir dos hibridomas correspondentes utilizando
técnicas de PCR padrdao e foram sequenciados utilizando as
técnicas de sequenciamento de ADN padrdo. Nos casos onde o
sequenciamento de ADN sozinho ndo foi suficiente para
determinar de modo ndo ambiguo a estrutura do anticorpo, a
andlise de proteina (por exemplo, a andlise de aminodcido
de terminal N e a espectroscopia de massa) também foi
realizada e os resultados comparados a andlise de sequéncia
de ADN para determinar deste modo a estrutura de anticorpo
correta. Os resultados de andlise estrutural s&o como
segue:

As sequéncias de nucledtidos e de aminoacidos da

regido variadvel de cadeia pesada de 1D4 s&o mostradas

na Figura 1A e em  SEQ ID NOs: 99 e 35,

respectivamente. As sequéncias de nucledétidos e de

aminoadcidos da regido variavel de cadeia leve de 1D4

sdo mostradas na Figura 1B e em SEQ ID NOs: 110 e 84,
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respectivamente.

As seqguéncias de nucledtidos e de aminodcidos da
regido variavel de cadeia pesada de 1El1 sdo mostradas na
Figura 2A e em SEQ ID NOs: 100 e 36, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
variavel de cadeia leve de 1lE1 sdo mostradas na Figura 2B e
em SEQ ID NOs: 111 e 85, respectivamente

As seqguéncias de nucledtidos e de aminodcidos da
regido variavel de cadeia pesada de 2Gl1 sdo mostradas na
Figura 3A e em SEQ ID NOs: 101 e 37, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
varidvel de cadeia leve de 2Gl sdo mostradas na Figura 3B e
em SEQ ID NOs: 112 e 86, respectivamente.

As seqguéncias de nucledtidos e de aminodcidos da
regido variavel de cadeia pesada de 3C4 sao mostradas na
Figura 4A e em SEQ ID NOs: 102 e 38, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
varidvel de cadeia leve de 3C4 sdo mostradas na Figura 4B e
em SEQ ID NOs: 113 e 87, respectivamente.

As sequéncias de nucledétidos e de aminoacidos da
regido variavel de cadeia pesada de 6A5 sdo mostradas na
Figura 5A e em SEQ ID NOs: 103 e 39, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
varidvel de cadeia leve de 6A5 sdo mostradas na Figura 5B e
em SEQ ID NOs: 114 e 88, respectivamente.

As sequéncias de nucledétidos e de aminoacidos da
regido variavel de cadeia pesada de 6A8 sao mostradas na
Figura 6A e em SEQ ID NOs: 104 e 40, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
varidvel de cadeia leve de 6A8 sdo mostradas na Figura 6B e
em SEQ ID NOs: 115 e 89, respectivamente.

As sequéncias de nucledétidos e de aminoacidos da
regido varidvel de cadeia pesada de 6B10 sdo mostradas na
Figura 7A e em SEQ m NOs: 105 e 41, respectivamente. As

sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
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variavel de cadeia leve de 6B 10 sdo mostradas na Figura 7B
e em SEQ ID NOs: 116 e 90, respectivamente.

As seqguéncias de nucledtidos e de aminoadcidos da
regido varidvel de cadeia pesada de 7Cl0 s&o mostradas na
Figura 8A e em SEQ ID NOs: 106 e 42, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
variavel de cadeia leve de 7C10 s&o mostradas na Figura 8B
e em SEQ ID NOs: 117 e 91, respectivamente.

As seqguéncias de nucledtidos e de aminoacidos da
regido varidvel de cadeia pesada de 8F6 sdo mostradas na
Figura 9A e em SEQ ID NOs: 107 e 43, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
variavel de cadeia leve de 8F6 sdo mostradas na Figura 9B e
em SEQ ID NOs: 118 e 92, respectivamente.

As sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos da
regido varidvel de cadeia pesada de 10A12 sao mostrados em
Figura 10A e em SEQ ID NOs: 108 e 44, respectivamente. As
sequéncias de nucledétidos e de aminodcidos da regido
variavel de cadeia leve de 10A12 s&o mostradas na Figura
10B e em SEQ ID NOs: 119 e 93, respectivamente.

As sequéncias de nucledtidos e de aminodcidos da
regido varidvel de cadeia pesada de 13C4 s&do mostradas na
Figura 11A e em SEQ ID NOs: 109 e 46, respectivamente. As
sequéncias de nucleétidos e de aminodcidos da regido
variavel de cadeia leve de 13C4 sdo mostradas na Figura 11B
e em SEQ ID NOs: 120 e 94, respectivamente.

A  comparacdo das sequéncias de imunoglobulina de
cadeia pesada de 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 7C10 e 10Al2 com
as sequéncias de cadeia pesada da imunoglobulina da linha
germinativa humana conhecidas demonstraram gue estas
cadeias pesadas de anticorpo utilizam um segmento Vy de VH
3-33 da 1linha germinativa humana. O alinhamento das
sequéncias Vy de 1D4, 1E1, 2G1, 6A5, 6A8, 7Cl10 e 10A12 com
a sequéncia de VH 3-33 da linha germinativa (SEQ ID NO: 47)

¢ mostrado na Figura 12. A andlise adicional das sequéncias
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Vy de 1D4, 1E1, 2G1l, 6A5, 6A8, 7Cl1l0 e 10A12 utilizando o
sistema Kabat de determinacdo da regido CDR levou a
delineacdo das regides CDR1, CDR2 e CD3 de cadeia pesada
como mostrado nas Figuras 1, 24, 3A, 5A, 6A, 8A e 102,
respectivamente.

A comparacdo das sequéncias de imunoglobulina de
cadeia pesada de 6B10 e 8F6 com as sequéncias de cadeia
pesada da imunoglobulina da 1linha germinativa humana
conhecidas demonstraram que estas cadeias pesadas de
anticorpo utilizam um segmento Vg da linha germinativa
humana Vg 3-30.3. O alinhamento das sequéncias Vy de 6B10 e
8F6 com a sequéncia Vyz 3-33 da linha germinativa (SEQ 1ID
NO: 48) é mostrado na Figura 13. A andlise adicional das
sequéncias Vy de 6Bl0 e 8F6 utilizando o sistema Kabat de
determinacdo da regido de CDR levou ao delineamento das
regides CDR1, CDR2, CD3 de cadeia pesada como mostrado nas
Figuras 7A e 9A, respectivamente.

A comparacdo da sequéncia de imunoglobulina de cadeia
pesada de 3C4 com as sequéncias de cadeia pesada da
imunoglobulina da linha germinativa humana conhecidas
demonstrou que esta cadeia pesada de anticorpo utiliza um
segmento Vy da linha germinativa humana Vg 5-51. O
alinhamento da sequéncia Vg 3C4 com a sequéncia Vy 5-51 da
linha germinativa (SEQ ID NO: 49) é mostrado na Figura 14.
A andlise adicional da sequéncia Vy de 3C4 utilizando o
sistema Kabat de determinacdo da regido de CDR 1levou ao
delineamento das regides CDR1, CDR2, CD3 de cadeia pesada
como mostrado na Figura 4A.

A comparag¢do da sequéncia de imunoglobulina da cadeia
pesada de 13C4 com as sequéncias de cadeia pesada da
imunoglobulina da linha germinativa humana conhecidas
demonstrou que esta cadeia pesada de anticorpo utiliza um
segmento Vh da linha germinativa humana VH 4-61. O
alinhamento da sequéncia Vyz de 13C4 com a sequéncia Vy 4-61

da linha germinativa (SEQ ID NO: 50) ¢é mostrado na Figura
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15. A andlise adicional da sequéncia Vh de 13C4 utilizando
0 sistema Kabat de determinacdo da regido CDR levou a
delineag¢do das regides CDR1, CDR2 e CD3 da cadeia pesada
como mostrado na Figura 11A.

A  comparacdo das sequéncias de imunoglobulina da
cadeia leve de 1D4, 2G1, ©6A5, 6A8, 10Al2 e 13C4 com as
sequéncias da cadeia leve da imunoglobulina humana da linha
germinativa conhecidas demonstraram que estas cadeias leves
de anticorpo utilizam um segmento Vy da linha germinativa
humana Vx A27. O alinhamento das sequéncias V1 de 1D4, 2G1,
6A5, 6A8, 10Al2 e 13C4 com as sequéncias de Vx A27 da linha
germinativa (SEQ ID NO: 95) ¢ mostrado na Figura 16. A
andlise adicional das sequéncias V, de 1D4, 2Gl, 6A5, 6AS8,
10A12 e 13C4 utilizando o sistema Kabat de determinacdo da
regido de CDR levou a delineacdo das regides de CDR1, CDR2
e CD3 de cadeia leve como mostrado nas Figuras 1B, 3B, 5B,
6B, 10B e 11B, respectivamente.

A comparacdo das sequéncias de imunoglobulina da
cadeia leve de 1lE1, 6B10 e 8F6 com as sequéncias da cadeia
leve da imunoglobulina humana da 1linha germinativa
conhecidas demonstraram que estas cadeias leves de
anticorpo wutilizam um segmento V; da linha germinativa
humana Vy L6. O alinhamento das sequéncias V1 1E1, 6B10 e
8F6 com a sequéncia Vg L6 da linha germinativa (SEQ ID NO:
96) ¢é mostrado na Figura 17. A analise adicional das
sequéncias Vi 1E1, 6B10 e 8F6 utilizando o sistema Kabat de
determinacdo da regido de CDR levou a delineacd&o das
regides CDR1, CDRZ e CD3 de cadeia leve como mostrado nas
Figuras 2B, 7B e 9B, respectivamente.

A  comparacdo das sequéncias de imunoglobulina da
cadeia leve de 3C4 com as sequéncias da cadeia leve da
imunoglobulina humana da linha germinativa conhecidas
demonstrou que a cadeia leve de 3C4 utiliza um segmento Vi
da linha germinativa humana Vk LI8. O alinhamento da

sequéncia Vi 3C4 com a sequéncia Vyx LI 8 da linha
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germinativa (SEQ ID NO: 97) ¢é mostrado na Figura 18. A
andlise adicional da seguéncia V; de 3C4 utilizando o
sistema Kabat de determinacdo da regido de CDR levou a
delineacdo das regides de CDR1, CDR2Z e CD3 da cadeia leve
como mostrado na Figura 4B.

A comparacdo das sequéncias de imunoglobulina da
cadeia leve de 7Cl10 com as sequéncias da cadeia leve da
imunoglobulina humana da linha germinativa conhecidas
demonstrou que a cadeia leve de 7C1l0 utiliza um segmento Vi
da linha germinativa humana Vy LI5. O alinhamento da
sequéncia V; de 7Cl10 com a sequéncia ViL15 da 1linha
germinativa (SEQ ID NO: 98) ¢ mostrado na Figura 19. A
andlise adicional da sequéncia Vy de 7C10 utilizando o
sistema Kabat de determinacdo da regido de CDR levou a
delineacdo das regides CDR1, CDR2 e CD3 de cadeia leve como
mostrado na Figura 8B.

Exemplo 3: Caracterizagdo de Especificidade de Ligagdo e

Cinéticas de Ligagdo de Anticorpos Anti-IP-10 Humanos
Monoclonais

Neste exemplo, a afinidade de ligacdo, as cinéticas de
ligacdo e a especificidade de ligacdo de anticorpos anti-
IP-10 foram examinadas pela andlise Biacore. Também, a
especificidade de 1ligagcdo e a competicdo cruzada foram
examinadas por meio de ELISA.

Anadlise Biacore

Anticorpos anti-IP-10 foram caracterizados quanto as
afinidades e cinéticas de 1ligacdo pela andlise Biacore
(Biacore AB, Uppsala, Suécia). A IP-10 recombinante humana
expressada na FE. coli, purificada (R & D Systems) foi
ligada ao CM5 sensor chip @ 97 RU utilizando o protocolo de
acoplamento EDC/NHS fornecido pela Biacore AB. A ligacgédo
foi medida fluindo- se o anticorpo em tampdo HBS EP
(fornecido pela Biacore AB) nas concentragbes de 33 a 267
nM a uma taxa de fluxo de 40 ul/min. As cinéticas de

associacao antigénio-anticorpo foram seguidas durante 5
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minutos e as cinéticas de dissociacdo foram seguidas

durante 8 minutos. As curvas de associacdo e dissociacao
de Languir 1:1

Os dados

foram ajustadas a um modelo de ligacéao

utilizando o software BIAevaluation (Biacore AB).

correspondentes aos poucos doze segundos iniciais para as

fases de associacgao e dissociacao sozinhas foram

considerados para o ajuste da curva para minimizar o efeito

de avidez. Os experimentos foram realizados tanto a 25° C

quanto a 37° C. O0Os valores Kp, kon e Kkesr que foram

determinados s&o mostrados no Quadro 1 para a ligagdo a 25°

C e no Quadro 2 para a ligacdo a 37° C:

Quadro 1: Caracterizacdo de Ligacdo a 25° C com IP-10
Humana
Afinidade K. X inéic? de | ind%ce~de
ID do Clone 1070 () aSSOCjaQaO Kon X dlSSOC}aQaO Kors

10 (1/Ms) x 1077 (1/s)
7C10 0,02 1,70 0,04
10A12 0,53 3,83 2,02
8F6 0,81 23,3 19,0
10A12S 0,88 3,68 3,24
6A5 1,20 3,11 3,64
6A5 Lote 2* 0,96 3,20 3,10
1D4 1,20 8,40 10,20
6B10 1,78 9,50 17,2
2G1 1,90 3,78 0,75

* 6A5 Lote 2 é
purificado a partir do sobrenadante de hibridoma 6A5 quando

uma amostra independente de anticorpo

comparado com a amostra 6AD.

Quadro 2: Caracterizacdo de Ligacdo a 37 °C com IP-10
Humana

o indice de indice de

Afinidade Kg X ) N . . N
ID de Clone 1077 () aSSOCjaQaO Kon X|dissociacdo Kyrss

10 (1/Ms) x 1077 (1/s)
7C10 0,016 5,27 0,08
10212 0,34 11,1 3,81
8F6 0,78 34,7 27,0
10A12S 0,49 9,10 4,43
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6A5 0,70 10,2 7,15
6A5 Lote 2 0,74 8,41 6,26
1D4 1,15 16,6 19,2
6B10 2,54 19,9 50, 4
2G1 0,34 14,8 4,97

A semivida dos anticorpos (em horas), como definida
pelo tempo tomado para a dissociacdo de metade do complexo
anticorpo-antigénio durante a fase de dissociacédo, foi
medida a 25° C e 37° C. Os valores foram determinados pela
extensdo das curvas de dissociacdo para se obter o tempo
requerido para a reducgdo de 50 % do eixo Y do sensograma de
dissociacdo. 0Os resultados sao mostrados abaixo no Quadro
3:

Quadro 3: Semivida de Anticorpos a 25° C e 37° C

ID de Clone Semivida (em horas) | Semivida (em horas)
a 25° C a 37° C

2G1 25,67 3,87
10A12 9,53 5,05
10A12S 5,94 4,34
6A5 5,29 2,69
6A5 Lote 2 6,21 3,87
1D4 1,88 1,00
6B10 1,12 0,38
8F6 1,01 0,71

A reactividade cruzada dos anticorpos, a 25° C, com a
IP-10 do macaco rhesus, MIG humano, ITAC humano e IP-10 de
ratinho foi determinada pela andlise Biacore utilizando os
mesmos métodos como descritos acima para IP-10 humana. MIG
humano, IP-10 humana e IP-10 de ratinho foram obtidos
comercialmente (PeproTech, Rocky Hill, NJ), ao passo que a
IP-10 do macaco rhesus foi fabricada pela expresséao
recombinante e purificada pelos métodos padrao. Os

antigénios foram conjugados ao CM5 sensor chip @ 140 RUs
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(IP-10 do macaco rhesus),
(ITAC humano)
de associacgcado foram obtidos
HBS EP

tampao

minutos.

foili monitorizada durante 5 minutos.

e 150 RUs

a uma

457 RUs
(IP-10 de ratinho).
fluindo-se os

concentracdo de 133 nM durante

(MIG humano),

anticorpos

206 RUs

Os sensogramas

em
5

O fluxo foi depois interrompido e a dissociacéao

e dissociacéo

Langmuir utilizando o software BIAevaluation

foram

ajustadas

a um modelo

de

As curvas de associacao
ligacgéo

(Biacore AB).

Os resultados dos experimentos de reactividade cruzada sao

resumidos abaixo no Quadro 4:

Quadro 4: Reactividade Cruzada Anti-IP-10 com VAarios
Ligandos CXCR3
1D de|IP-10 deMIG Humano Ky ITAC Humano|IP-10 de
Clone Rhesus Kpx|x 1077 (M) Kpx 1077 (M) Ratinho Kpx
1077 (M) 1077 (M)
7C10 4,4 105,0 Nenhuma 464,0
ligagao
10A12 0,71 161,0 Nenhuma Nenhuma
ligagao ligagao
8F6 0,81 Nenhuma Nenhuma Nenhuma
ligagao ligagao ligagao
10A12S 1,21 722,0 Nenhuma Nenhuma
ligacgao ligacgao
6A5 1,06 Nenhuma Nenhuma Nenhuma
ligagéao ligacgéao ligagao
6A5 Lotell,23 Nenhuma Nenhuma Nenhuma
2 ligagao ligagao ligagao
1D4 0,94 Nenhuma Nenhuma Nenhuma
ligagao ligagao ligagao
6B10 2,01 15,4 51,5 105,0
2G1 0,26 70,1 Nenhuma Nenhuma
ligagao ligagao

Andlise de ELISA

Experimentos adicionais foram realizados utilizando um

ensaio

antigénica dos anticorpos anti-

10 do macaco rhesus ou IP-10 de ratinho.

de

ELISA para

examinar

IP-10 para MIG humano,

a reactividade

cruzada
IP-

Os procedimentos

utilizados para o ELISA foi como descrito acima no Exemplo
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1 excepto que as placas de microtitulacdo foram revestidas

com 1

(PeproTech,

cat.

ng/ml

# 250-16)

resultados,

de

cat.

IP-10
# 300-26),

ou IP-10 recombinante do macaco rhesus.

expressados como valores ECsg

resumidos abaixo no Quadro b5:

humana

IP-10 de ratinho

recombinante,

(em ng/ml)

MIG humano
(PeproTech,
Os

estéao

Quadro 5: Reactividade Cruzada Anti-IP-10 por meio de ELISA
com Varios Ligandos CXCR3
ID delIP-10 Humano|IP-10 deMIG Humano [IP-10 de
Clone Macaco
(ECsp ng/ml) |(ECso ng/ml) |(ECsp ng/ml) |[Ratinho
10a12 40 80 180 Nenhuma
ligacgao
10A12S 4,9 15,6 380 Nenhuma
ligacado
2G1 30 30 45 Nenhuma
ligacéo
6A5 35 90 Nenhuma Nenhuma
ligacéao ligacéo
6A5 Lotel62 125 Nenhuma Nenhuma
2 ligacéao ligacéao
6B10 30 45 20 Nenhuma
ligacéo
8F6 90 31 Nenhuma Nenhuma
ligacéao ligacéo
1D4 25 62 Nenhuma Nenhuma
ligacéao ligacéao
Estudos de competicao cruzada entre 0s vadrios

anticorpos anti-IP-10 também foram realizados por meio de

ELISA wutilizando

formas biotiniladas

de

6A5 e 2G1 para

determinar se os anticorpos reconhecem epitopos diferentes

em IP-10.

similar ao ELISA descrito acima no Exemplo 1.
de

placas

O procedimento para os ELISAs de competicgao foi

microtitulacéo

foram

revestidas

Em resumo,

com IP-10
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recombinante purificada a partir de E. coli a 0,2 ug/ml em
PBS, 50 npl/pogco e incubadas a 4 °C durante a noite. Os
pogcos foram depois bloqueados com 200 upl/pogo de soro de
galinha a 5 % em PBS/Tween (0,05 %). Diluigbes de
anticorpos anti-humanos de IP-10 humana purificados (a
partir de 2 ng/ml a 3,91 ng/ml) foram adicionados a cada
poco e incubados por 30 minutos na temperatura ambiente. As
placas foram lavadas com PBS/Tween e depois incubadas com
0,1 pg/ml de biotina-6A5 ou biotina-2Gl por 30 minutos. As
placas foram depois lavadas trés vezes com PBS/Tween.
Depois de lavar, estreptavidina rotulada com fosfatase
(KPL, Cat #: 15-30-00) foi adicionada na diluicdo de 1:2000
em soro de galinha a 5 % a cada poc¢o e incubados por 1 hora
na temperatura ambiente. Depois de lavar, as placas foram
desenvolvidas com substrato p-NPP. (Moss, Inc, lote
10274021) e analisado pelo espectrofotdémetro na OD 405.
Como esperado, 2Gl1 ndo rotulado pode competir com biotina-
2G1 quanto a ligacdo a IP-10 e, além disso, 6A5, 7C10,
10A12, 10A12S, 6B10, 8F6 e 1D4 nado rotulados foram cada um
capaz de competir com a ligagdo de biotina-2Gl1 a IP-10
humana. Similarmente, 6A5 ndo rotulado pode competir com
biotina-6A5 quanto a ligacdo a IP-10 e, além disso, 2GI1,
7C10, 10Al12, 10Al12s, 6B10, 8F6 e 1D4 nao rotulados foram
cada um capaz de competir a ligacdo de biotina-6A5 a IP-10
humana. FEstes resultados indicam que cada um destes
anticorpos tem uma especificidade de ligacgd&o para O mesmo
epitopo (ou grupo de epitopo) de IP-10 humana.
Exemplo 4: Inibigdo da Ligagdo de IP-10 ao CXCR3

Neste exemplo, a capacidade dos anticorpos anti-IP-10
para inibir a ligacdo de IP-10 humana ao seu receptor,
CXCR3, nas células que expressam o receptor foil examinada.
Primeiro, uma anédlise de Scatchard foi realizada para a

12°T-1P-10 as células 300.19 transfectadas para

ligacdo de
expressar CXCR3. As células foram cultivadas em meio RPMI

contendo 10 % de FCS e Seleccao de G418. Antes da
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utilizagdo, as células foram lavadas duas vezes com Solugéo
Salina Balanceada de Hank (HBSS) a 4 °C e ajustadas a 4 x
10’ células/ml. Placas de fibra de vidro (Millipore
MultiScreen®, Cat. # MAFBNOB50) foram bloqueadas com 200 nul
de uma solucgédo a 0,1 % de polietilenoimina um dia antes do
experimento. No dia do estudo, o tampdo de bloqueio foi
aspirado utilizando-se um tubo de distribuicdoc Millipore.
As placas foram lavadas trés vezes com 200 pl de tampédo de
ligacdo (50 mM de HEPES, pH 7,2, 1 mM de CaCl,, 5 mM de
MgCl;, 0,5 % de BSA). Vinte e cinco microlitros de tampéo
de ligacado foram adicionados a cada pogo seguido por 25 pl
de um excesso de 1000 vezes de IP-10 ou tampao de ligacéo.
Vinte e cinco microlitros de '?°I-IP-10 (Amersham, Cat. #
IM332-25 nCi) em concentracdes crescentes foram
adicionados, seguido pela 25 pl de células a uma densidade
de 1 x 10° células por pogo. As placas foram incubadas num
agitador de placa por 60 minutos na temperatura ambiente e
lavadas trés vezes com tampdo de lavagem (10 mM de HEPES,
eH 7,2, 0,5 M de NaCl, 0,5 % de BSA) num volume de 200 [u
por lavagem. As placas foram secadas, 25 de cintilante
foram adicionados e as placas foram contadas num Wallac
Microbeta Counter. Os dados foram analisados wutilizando
software Prism e um Ky foli calculado. Um Ky médio de 0,231
nM foi determinado para a ligacdo de receptor.

Em seguida, a capacidade dos anticorpos anti-IP-10

para inibir a ligacdo de 100 pM - *#°

I-hIP-10 as células que
expressam CXCR3 foi examinada. Os ensaios de competicéao
foram conduzidos numa maneira similar ao experimento
descrito acima. Em resumo, 25 pul de tampdo de ligac¢do foram
adicionados as placas de filtro de fibra de wvidro, seguido
por 25 pl de concentragdes crescentes de anticorpos anti-
IP-10. Vinte e cinco microlitros de '#°I-IP-10 foram
adicionados numa concentracdo final de 0,100 nM. Por fim,
25 1l de células a uma densidade de 1 x 10° células por

poco foram adicionadas e as placas foram incubadas num
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agitador de placa por 60 minutos na temperatura ambiente,
lavadas e contadas como descrito acima. Os valores ECsg
foram calculados utilizando o software Prism. Os valores Ki
(em nM) foram determinados utilizando a férmula:
Ki=ECs
1 +[L}Kp
Os resultados estdo resumidos abaixo no Quadro 6:
Quadro 6: Inibicdo da Ligacdo de IP-10 ao CXCR3

Clone ID [Ki (nM)
10A12 0,09
10A12S 0,06

2G1 0,09
8F6 0,16
1E1 0,29
6B10 0,30
7C10 0,41
6A5 0,67
6A5 Lote 2| 0,35
1D4 0,86

Exemplo 5: Inibigdo do Fluxo de Cadlcio Induzida pela IP-10
Neste exemplo, a capacidade dos anticorpos anti-IP-10
para inibir o fluxo de célcio induzido pela IP-10 foi
examinada wutilizando c¢élulas 300.19 transfectadas para
expressar CXCR3 ou linfdécitos de sangue periférico humanos
activados anti-CD3 (PBLs) gue expressam CXCR3. Para
preparar os PBLs, sangue humano normal foi purificado pela
separacado Ficoll padrdo. Os PBLs humanos purificados foram
estimulados pela adicdo das células as placas revestidas

com 3 pg/ml de anticorpo anti-CD3 e cultivados em RPMI com

X

10 % de FBS. A seguir de uma incubacdo de trés dias, as
células foram mantidas em meio de cultivo contendo 500 U/ml
de IL-2. No dia do estudo, as células foram lavadas e
colocadas em suspensdo em meio a uma densidade de 2,5 x 10’

células/ml. As células 300.19 transfectadas para expressar
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CXCR3 foram cultivadas em RPMI contendo 10 % de FBS. As
células 300.19 foram recolocadas em suspensdao em meio de
cultivo a 2 x 10° células/ml.

Para realizar o ensaio, 100 pl de suspensdo de célula
foram adicionados a uma placa de 96 pogos de lado preto,
fundo claro que foi revestida com Poli-D-Lisina
(Corning/Costar, cat. #3667). 100 microlitros de corante de
carga do kit Calcium 3 (FlexStation, Molecular Devices,
Inc., Sunnyvale, CA) foram adicionados a cada pogo, as
placas foram giradas a 1100 RPM por 4 minutos e incubadas a
37° C por 30 minutos. Utilizando uma placa reagente de 96
pocos, a IP-10 humana (Peprotech, cat. #300-12) foi diluida
em Solugao Salina Balanceada de Hank com 20 mM de HEPES e 1
% de FBS (800 pM para as células 300.19 e 1200 pM para PBLs
humanas) . Os anticorpos foram diluidos em série nas placas
reagentes contendo IP-10. Os pocgos de controlo contendo
apenas tampao ou apenas IP-10 foram incluidos. Vinte e dois
microlitros de solugao de IP- 10/anticorpo foram
adicionados por pogo as placas contendo as células
rotuladas com o corante e o fluxo de calcio foil determinado
monitorando-se a fluorescéncia de Calcium 3 wutilizando o
instrumento FlexStation de acordo com as instrugdes do
fabricante, num periodo de tempo de 200 segundos. A 4&rea
sob a curva (AUC) foil calculada pela integracao do fluxo de

cdlcio entre 20 e 100 segundos de acordo com protocolos

padrao (veja-se, por exemplo, Smart D. et al. (1999) Br. J.
Pharmacol. 128: 1-3). 0Os dados foram analisados utilizando
o software Prism™ (Molecular Devices, Inc.) e os valores

de ICsy (em nM) foram determinados. Os resultados estao
resumidos abaixo no Quadro 7:

Quadro 7: Inibigdo do Fluxo de Célcio Induzido pela IP-10

ID de Clone ICso (nM) para ICsy (nM) para Células
HPBL 300,19
10212 1,25 0,18
10A12S 2,31 0,08
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2G1 2,98 0,50
8F6 6,27 0,30
1E1 3,64 NT
6B10 4,40 0,50
7C10 8,15 0,77
6A5 2,85 0,61
6A5 Lote 2 2,18 0,42
1D4 4,07 0,34

Exemplo 6: Inibicdo da Migragdo de Células Induzidas pela
IP-10

A capacidade dos anticorpos anti-IP-10 para inibir a
migragdo de célula induzida pela IP-10 foi examinada num
ensaio de quimiotaxia in vitro. Num destes experimentos, as
células 300.19 gque expressam CXCR3 foram utilizadas e foram
estimuladas com: (i) 100 ng/ml de IP-10 humana recombinante
(rhIP-10); (ii) sobrenadante de células THP-1 estimuladas
com IFN gama (que induz a secrecédo de IP-10 e MIG nativos),
em que a IP-10 derivada de THP-1 estava numa concentracgao
de 16 ng/ml e a actividade de MIG foi blogueada pela adicédo
de anti-MIG (R & D Systems) a 2,5 upg/ml; ou (iii) 100 ng/ml
de IP-10 de macaco rhesus recombinante (rrmIP-10). A
inibicdo da migracgédo de <célula foi avaliada utilizando
vadrias concentracdes de anticorpos e um indice quimiotético
foi determinado.

Especificamente, a inibicéao da quimiotaxia foi
avaliada utilizando um ensaio de placa de 96 pocos padrao
(placas Multiscreen MIC (Millipore)). Um filtro de 5 pm foi
utilizado para as linhas de célula transfectadas; e filtro
de 3 um foil utilizado para as células primarias. As células
responsivas (300.19 CXCR3+; células PBMC humanas
especificas de MBP) foram recolocadas em suspensdo em
tampdo de gquimiotaxia (RPMI + 1 % de BSA ou FBS) a 1 x 10°
células/ml. 100 pl de suspensédo de célula foram adicionados

ao pogo superior e deixados incubar por 30 minutos a 37° C.
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5 % de CO; foi aplicado antes da adigdo ao poco de fundo.

As IP-10 de ser humano e de macaco rhesus foram
preparadas a 100 ng/ml; para a IP-10 derivada de THP-1, as
células THP-1 foram estimuladas com IFN-Y (0,2 ng/ml) e o
sobrenadante foi colhido; a IP-10 derivada de MS CSF foi
usada pura. O ligando foi preparado em 150 pl de tampdo de
gquimiotaxia e colocado na cémara inferior.

Para os ensaios de inibig¢do de quimiotaxia, o ligando
foi pré-incubado com concentracdes varidveis do anticorpo
anti-IP-10 indicado (5 pg/ml, 2,5 pg/ml, 1,25 pg/ml, 0,613
pg/ml, 0,3 ng/ml, 0,01 pg/ml) por 30 minutos a 37° C em 5 %
de CO2 antes do ensaio. A camara de topo foi colocada em
pocos e o0s pocos foram incubados por 2 horas a 37° C em 5 %
de CO2. No final da incubacgdo, as células responsivas foram
aspiradas da camara de topo. A camara de topo foi
cuidadosamente removida. As células foram contadas em 4
campos aleatdérios/pocgo na ampliacdo de 400x. Os dados foram
calculados em média sobre trés pocos e apresentados como um
indice de guimiotaxia (isto ¢é, as vezes de migracdo em
resposta ao ligando em relacdo ao meio sozinho).

Os resultados, expressados como valores ICsg, estao
resumidos abaixo no Quadro 8:

Quadro 8: Inibigdo da Migracdo de Célula Induzida pela IP-

10
ID de Clone rhIP-10 ICso THP-1 IP-10 rrmIP-10 ICso
(pg/ml) ICs0_ (pg/ml) (ng/ml)
6A5 (Lote 2) 0,156 0,132 0,119
8F6 0,355 0,173 0,100
6B10 1,1 0,193 0,149
10A128S 0,115 0,211 15,1
1D4 0,156 0,247 0,163

A capacidade dos anticorpos anti-IP-10 para inibir a
migracdo de célula 300.19 gue expressa CXCR3 em resposta ao

fluido cerebrospinal (CSF) de pacientes com esclerose
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multipla (MS) também foi examinada. Mais uma vez, anticorpo
anti-MIG a 2,5 pg/ml foi adicionado a amostra do CSF para
neutralizar a actividade de MIG. Os resultados de dois
experimentos, expressados como valores ICso, estao
resumidos abaixo no Quadro 9:

Quadro 9: Inibicd&o da Migracdo de Célula Induzida pelo MS-

CSF
Clone 1ID Expt. 1 ICso (ag/ml) Expt. 2 ICso (mug/ml)
6A5 (Lote 2) 0,100 0,236
10A12S 0,562 0,577

Estudos de migracdo de célula também foram realizados
utilizando células 300.19 que expressam CXCR3 e MIG humano
recombinante (R & D Systems), a 200 ng/ml, para examinar a
capacidade dos anticorpos anti-IP-10 para inibir a migracdo
de célula induzida pelo MIG. Os anticorpos anti-IP-10 6B10,
8F6, 1D4, 6A5 lote 2, 10Al2 e 10A12S foram individualmente
testados a 1 npg/ml e foram verificados nédo inibir a
migracdo de célula induzida pelo MIG.

Exemplo 7: Ligacdo de Anticorpos a Secgdo Cerebral de

Pacientes MS

Neste exemplo, a capacidade dos anticorpos anti-IP-10
para tingir secgdes do cérebro de um paciente com esclerose
maltipla (MS) foi examinada. Secgbdes cerebrais de um
paciente MS do sexo feminino de 57 anos de idade foram
obtidas 19,8 horas posterior a morte e mostraram uma placa
periventricular de forma irregular (1,3 cm x 1,0 cm) com
numerosas placas menores adicionais presentes por toda a
matéria branca remanescente. A coloracdo com LFB mostrou a
desmielinac¢éo completa. A imunoistoquimica foi realizada
nas secg¢des utilizando os anticorpos anti-IP-10 6A5 (lote
2) e 10A12S, assim como anti-GFAP e anti-CD68, como
controles positivos e um anticorpo de controlo negativo.

Um protocolo de imunoistoquimica padrédo foi utilizado

para a coloragdo com anti-IP-10 das secgbes. As secgdes
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foram blogqueadas utilizando soro de 2 % a 10 %, 100
pnl/secgdo de anticorpo primdrio (por exemplo, 6A5) diluido
1:100 em 2 % de soro foram adicionados, depois incubados 1
h na temperatura ambiente. Opcionalmente, as secgdes foram
incubadas durante a noite a 4 °C e lavadas. O anticorpo
biotinilado anti-humano secundadrio (diluido em 2 % de soro
(100 pl/seccgédo)) foi depois adicionado e incubado 30 a 60
minutos na temperatura ambiente. As peroxidases enddgenas
foram removidas pela adicdo de H;0, diluido em MeOH. Em
seguida, Solugdo ABC (Vector Labs) foi adicionada, 100
pl/secgdo e incubadas por 30 min na temperatura ambiente.
Solucdo de substrato DAB foi preparada imediatamente antes
da utilizacéd&o, 100 pl por seccgédo foram aplicados as laminas
antes de incubar no escuro por 10 a 20 min (como necessario
para o desenvolvimento). As laminas foram depois contra
tingidas com corante nuclear Hematoxilina por 3 min
(Progresso verificado depois de 1 min). Finalmente as
lédminas foram incubadas em bicarbonato de sdédio a 2 % por
45 segundos para desenvolver a cor.

Os resultados mostraram que tanto 6A5 quanto 10A12S
puderam ligar-se a IP-10 in situ nas secg¢gdes do cérebro do
paciente com MS, com o coloracgdo de 6A5 sendo mais intenso
do que a coloracao de 10A12S.

Exemplo 8: Construgcdo de Estirpes HCol7 de Ratinhos

Transgénicos

A estirpe de ratinho transgénico HCol7 foi gerada pela
co—-injeccdo do inserto de 80 kb de pHC2 (Taylor et al.,
(1994) Int. Immunol., 6: 579-591), o inserto de 25 Kb de
PVX6 e um fragmento de cromossoma artificial de levedura de
~460 kb do cromossoma yIgH24. A construgcdo de pHC2 sozinha
é completamente capaz de ser rearranjada in vivo para
formar locais da imunoglobulina da cadeia pesada humana
funcionais; pVX6 e yIgH24 foram adicionados para contribuir
para a diversidade de Vyz da linha germinativa adicional. Os

componentes individuais da mistura de ADN utilizados para
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produzir HCol7 estdo descritos abaixo.

O inserto pHC2 descrito acima contém gquatro segmentos
de gene Vy da linha germinativa funcional: 1-69 (DP-10), 5-
51 (DpP-73), 4-34 (DP-63) e 3-30.3 (DP-46). Além disso, esta
construcgdo também contém sequéncias gendmicas humanas que
compreendem 15 segmentos D funcionais, todos os 6 segmentos
J, assim como os segmentos da regido constante p e Yl e uma
regido de comutac¢dao p-Yl funcional.

O inserto pVX6 contém 3 segmentos VH da 1linha
germinativa humana, VH1-18 (DP-14), VH5-51 (DP-73) e VH3-23
(DP-47). Um fragmento de ADN HindIII/SaIl de 8,5 kb, dque
compreende o gene VH1-18 (DP-14) da 1linha germinativa
humana, Jjunto com aproximadamente 2,5 kb de flanqueamento
5'" e 5 kb de flangqueamento 3' da sequéncia gendmica, foi
subclonado no vector plasmidico pSP72 (Promega, Madison,
Wis.) para gerar o plasmideo p343.7.16. Um fragmento de ADN
BamHI/HindIII de 7 kb, que compreende o gene Vy5-51 (DP-73)
da linha germinativa humana, junto com aproximadamente 5 kb
de flangueamento 5' e 1 kb de flanqueamento 3' da sequéncia
gendmica, foi clonado no vector de clonagem de plasmideo
com base em pBR322, pGPlf (Taylor et al. (1992) Nucleic
Acids Res. 20: 6287- 6295), para gerar o plasmideo p25 1f.
Um novo vector de clonagem derivado de pGPlf, pGPlk, foi
digerido com EcoRV/BamHI e ligado a um fragmento de ADN
EcoRV/BamHI de 10 kb, gue compreende o gene Vg3-23 (DP47)
da linha germinativa humana, junto com aproximadamente 4 kb
de flangueamento 5' e 5 kb de flanqueamento 3' da sequéncia
genétmica. O plasmideo resultante, pll2.2RR.7, foi digerido
com BamHI/SalIl e ligado com o inserto BamHI/SaIl purificado
de 7 kb de p251f. 0O plasmideo resultante, pVx4, foi
digerido com Xhol e ligado com o inserto Xhol/Sall de 8,5
kb de p343.7.16. Um clone foi obtido com o gene Vyl-18 na
mesma orientacdo como o0s outros dois genes V. Este clone,
designado pVx6, foi depois digerido <com Notl para a

preparacdo de inserto.

135



EP2383295B1

O cromossoma artificial de levedura (YAC) yIgH24 foi
originalmente identificado pelo rastreio pela PCR
utilizando os iniciadores especificos da familia Vg3 e Vhi4
e é mapeado ao cromossoma humano 14 pelo teor de Vy. Foi
estabelecido que vylgH24 contém segmentos Vz incluindo
membros das familias VH VH1, VH2, VH3, VH4, e VH5 e em
particular pelo menos VH1-24, VH-45, VH1-46, VH2-26, VH3-
30, v 3-30.5, VH3-30.3, VH3-33, VH3-43, VH3-48, VH3-49,
VH3-53, VH4-28, VH4-30, VH4-30.4, VH4-30.3, VH4-31, VH4-34,
4-39, e VH-51.

Os insertos purificados de pVX6 (26 kb), pHC2 (80 kb),
e yIgH24 (-460 kb) foram combinados numa relacdo molar de
1:1:1, e microinjetado nos prd nucleos de embrides F2 de um
dia e meio (C57BL/6J x DBA/2J) como €& descrito por Hogan et
al., (B. Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo, A
Laboratory Manual, 2% edicdo, 1994, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Plainview, N.Y.). Uma linha iniciadora de
ratinhos transgénicos, que compreendem sequéncias de pVxo6,
HC2 e vyIgH24, foi estabelecida a partir de ratinhos que
desenvolveram a partir dos embrides injetados. Estas linhas
foram designadas (HCol7) 25950.

A linha (HCol7) 25950 foi depois cruzada com ratinhos
que compreendem a mutacdo CMD (descrita no Exemplo 1 da
Publicacdo PCT WO 01/09187), a mutacdo JKp (Chen et al.
(1993) EMBO J. 12: 811-820) e o transgene (KCob) 9272
(Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14:845-851).
Os ratinhos resultantes expressam o transgene de cadeias
pesada e leve capa da imunoglobulina humana num homozigoto
de fundo para o rompimento dos locais de cadeia pesada e
leve capa de ratinhos.

SUMARIO DA LISTAGEM DE SEQUENCIA

SEQ ID|SEQUENCIA SEQ ID|SEQUENCIA
NO : NO :
VH CDR1 a.a. 1D4 24 VH CDR3 a.a. 1D4

2 VH CDR1 a. a. 1lE1 25 VH CDR3 a.a. 1lE1
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3 VH CDR1 a.a. 2G1 26 VH CDR3 a.a. 2Gl1

4 VH CDR1 a.a. 3C4 27 VH CDR3 a.a. 3C4

5 VH CDR1 a.a. 6AD 28 VH CDR3 a.a. 6AD

6 VH CDR1 a.a. 6AS8 29 VH CDR3 a.a. 6AS8

7 VH CDR1 a.a. 6B10 30 VHCDR3 a.a. 6Bl0

8 VHCDR1 a.a. 7C10 31 VHCDR3 a.a. 7C10

9 VH CDR1 a.a. 8F6 32 VH CDR3 a.a. 8F6

10 VH CDR1 a.a. 10Al2 33 VH CDR3 a.a. 10Al2

11 VHCDR1 a.a. 10A12S 34 VH CDR3 a.a. 13C4

12 VHCDR1 a.a. 13C4

13 VH CDR2 a. a. 1D4 36 VH a.a. 1lE1

14 VH CDR2 a. a. 1lE1 37 VH a.a. 2G1

15 VH CDR2 a. a. 2G1 38 VH a.a. 3C4

16 VH CDRZ2 a.a. 3C4 39 VH a. a. 6AD

17 VH CDR2 a. a. 6A5 40 VH a.a. 6AS8

18 VH CDR2 a. a. 6AS8 41 VH a.a. 6B1O

19 VH CDR2 a.a. 6B10 42 VH a.a. 7C10

20 VHCDRZ a. a. 7C10 43 VH a.a. 8F6

21 VH CDR2 a.a. 8F6 44 VH a.a. 10Al2

22 VHCDR2 a.a. 10Al12 45 VH a.a. 10A12S

23 VHCDRZ2 a.a. 13C4 46 VH a.a. 13C4

477 linha germinativa VH49 linha germinativa VH 5-
3-33 a.a. 51 a.a.

48 linha germinativa VH|50 linha germinativa VH 4-
3-30.3 a.a. 61 a.a.

51 Vk CDR1 a. a. 1D4 73 Vk CDR3 a.a. 1D4

52 Vk CDR1 a.a. 1lE1 74 Vk CDR3 a.a. 1lE1

53 Vk CDR1 a.a. 2G1 75 Vk CDR3 a.a. 2Gl1

54 Vk CDR1 a.a. 3C4 76 Vk CDR3 a.a. 3C4

55 Vk CDR1 a.a. 6AD 77 Vk CDR3 a.a. 6ADL

56 Vk CDR1 a.a. 6AS8 78 Vk CDR3 a.a. 6AS8

57 VkCDR1 a.a. 6B10 79 Vk CDR3 a.a. 6B10

58 VKCDR1 a.a. 7C10 80 Vk CDR3 a.a. 7C10

59 Vk CDR1 a.a. 8F6 81 Vk CDR3 a.a. 8F6
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60 VKCDR1 a.a. 10Al2 82 Vk CDR3 a.a. 10Al2

61 VKCDR1 a.a. 13C4 83 Vk CDR3 a.a. 13C4

62 Vk CDRZ2 a.a. 1D4 84 Vk a.a. 1D4

63 Vk CDR2 a. a. 1lEI1 85 Vk a.a. 1E1

64 Vk CDR2 a.a. 2Gl 86 Vk a.a. 2G1

65 Vk CDR2 a.a. 3C4 87 Vk a.a. 3C4

66 Vk CDR2Z2 a.a. 6A5 88 Vk a.a. 6A5

67 Vk CDRZ2 a.a. 6AS8 89 Vk a.a. 6AS8

68 Vk CDR2 a.a. 6B10 90 Vk a.a. 6B10

69 Vk CDRZ2 a.a. 7C10 91 Vk a.a. 7C10

70 Vk CDR2 a.a. 8F6 92 Vk a.a. 8F6

71 Vk CDR2 a.a. 10Al2 93 Vk a.a. 10A12

72 Vk CDR2 a.a. 13C4 94 Vk a.a. 13C4

95 linha germinativa Vk|97 linha germinativa VK|
A27 a.a. LI8 a.a.

96 linha germinativa Vk|98 linha germinativa Vk LI
L6 a.a. S5 a.a.

99 VHn.t. 1D4 121 IP-10 Humana a. a.

100 VHn.t. 1E1 122 CXCR3 Humano a.a.

101 VH n.t. 2G1 123 EP-10 Macaco Rhesus

a.a.

102 VHn.t. 3C4 124 IP-10 de Ratinho a.a.

103 VH n.t. 6A5 125 MIG Humano a.a.

104 VH n.t. 6AS8 126 ITAC Humano a.a.

105 VHn.t. 6B10

106 VH n.t. 7C10

107 VH n.t. 8F6

108 VHn.t. 10A12

109 VH n.t. 13C4

110 Vk n.t 1D4

111 Vk n.t. 1E1

112 Vk n.t. 2G1

113 Vk n.t. 3C4

114 Vk n.t. 6A5

138




EP2383295B1

115 Vk n.t. 6AS8
116 Vk n.t. 6B10
117 Vk n.t. 7C10
118 Vk n.t. 8F6
119 Vk n.t. 10A12
120 Vk n.t 13C4
LISTA DE SEQUENCIAS
<110> Medarex, Inc. et al.
<120> ANTICORPOS IP-10 E SUAS UTILIZAC@ES
<130> MXI-312PC
<150> 60/529180
<151> 10-12-2003
<160> 126
<170> FastSEQ para Windows Versao 4.0
<210> 1
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Ser Tyr Gly Met His
1 5
<210> 2
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Thr Tyr Gly Met His
25 5
<210> 3
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>

3

4

5

PRT

Homo sapiens

4

5

5

PRT

Homo sapiens

5

6

5

PRT

Homo sapiens

6

-
5

PRT

Homo sapiens

7

o

Asn Cys Gly Met His
1 5

Ser Tyxr Txp Ile Gly
1 S

Asn Asn Gly Met His
1 5

Thr Tyr Gly Met His
1 S

Asn Ser Ala Met ‘His
1 5
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<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>

PRT
Homo sapiens

8

9

5

PRT

Homo sapiens

9

10

5

PRT

Homo sapiens

10

11

5

PRT

Homo sapiens

11

12

7

PRT

Homo sapiens

12

13
17

Asn Ser Gly Met His

1

Thr Tyr Gly Met His
1

Asn Cys Gly Met H
1

Asn Sexr Gly Met His

1

5

5

i
5

8

Ser Gly Asp Tyr Tyr Trp Ser
1 S
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<212>
<213>

<400>

val
1
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val
N
Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Leu
i
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val
1
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

PRT
Homo sapiens

13

Ile Trp Phe Glu Gly Ser Ile Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
S 10 i5

14

17

PRT

Homo sapiens

14

Ile Trp Tyr Asp Gly Sex Asp Lys Tyr Tyr Ala Asp Sexr Val Lys
5 10 15

15

17

PRT

Homo sapiens

15

Ile Gly Tyr RAsp Gly Ile Bsn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
5 18 18

16

17

PRT

Homo sapiens

16

Ile Ser Pro Gly Asp Ser Asp Thr Arg Tyr Ser Pro Ser Phe Gln
5 10 18

17

17

PRT

Homo sapiens

17
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Val Ile Trp Phe Asp Gly Met &sn Lys Phe Tyxr Val Asp Sex Val Lys
1 s ic 15
Gly

<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Ile Ile Trp Phe Asp Gly Ser Asn Glu Asp Tyr Ala Ala Ser Val Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Leu Ile Pro Phe Asp Cly Tyx Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 19 15
Gly

<210> 20

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Val Ile Asp Tyxr Asp Gly Ile Ile Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
Gly

<210> 21

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ile Ile Lys His Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 1s
Gly

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 22

Leu Ile Gly Phe Asp Gly Ile Asn Glu Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 ’ is
Gly :

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23

Asn Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thy asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 24

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Glu Gly Ala Gly Ser Ser Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Asn Ile Ala Val Ala Asp Val Ala Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 26

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Asp Trp Pro Glu Gly Tyr Tyxr Asp Gly Met Asp Val
1 5 1%

<210> 27

<211> 14
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 27

Gly Tyr Cys Sexr Gly Gly Ser Cys Tyr Pro Phe Phe Gln Tyx
1 5 10

<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Glu Gly asp Gly Ser Gly Ile Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Vval
1 5 - 10 15

<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Glu Gly Asp Gly Ser Ser Leu Tyxr Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val
1 5 10 15
<210> 30
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Glu Gly Gly Tyr Thr Gly Tyx Asp Gly Gly Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 31

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Glu Arg Gly Thr His Tyr Tyr Gly Sexr Gly Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 32
<211> 11
<212> PRT
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<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly
Gly
<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

Gln
Ser

Gly

Lys
65

Asn
Gly

Gln

Homo sapiens

32

Asp Ser Ser Ser Trp Tyr Val Tyr Phe Asp Tyr

33
12
PRT

1

Homo sapiens

33

Asp Trp Pro Giu Gly Tyr Tyr Asn Gly Met Asp Vval

1

34
20
PRT

Homo sapiens

34

5

5

; 10

10

Gly Gly Thr Val Val Arg Gly Ile Ile His Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr

Met Asp

35
121
PRT

Val
20

5

Homo sapiens

35

Val Gln
Lieu Arg
Met His
3s
Val Ile
50
Gly Ile
Ser Leu
Ala Gly

Gly Thr
118

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Sex
arg
Ser

100
Thr

Val
Ser
val
Phe

Axg

Ala

85
Sexr

val

Glu
cys
Arg
Glu
Asp
Glu
Leu

Thr

Sex
Ala
Gln

Gly

55

Asn
Asp
Tyxr
val

Gly Gly

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Seyr Yle

Ser Lys
Thr Ala
Tyxr Tyr

105

Sexr Sexr
120

10

Gly Val: Val @ln
10
Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu

45

Lys Tyr Tyr Ala
60

Asn Thr Leu Tyr
75

Val Tyr Tyr Cys
90
Tyr Gly Met Asp

Pro
Sex
20

Glu
Asp
Taet
Ala

Vval
110

15

Gly Arg
15
Ser Tyrxr

Trp Val
Sexr Val

Gln Met
80

Arg Glu

95

Trp Gly
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln
Sex

Gly

Lys
65
Leu

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Gln
Sex
ely
Ala
Lys

65
Leu

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>

36
120
PRT
Homo sapiens

36

Glu Gln Leu Val

Leu Arxrg Leu Ser
20
Met His Trp val
35 .
Val Ile Trp Tyr
50
Asp Arg Phe Thr

Gln Met Asn Ser
85

- Arg Asn Ile Ala

100
Thx Met Val Thr
115

37
121
PRT
Homo sapiens

37

Val Gin Leu Val
S
Leu Arg-Leu ‘Ser
20
Met His Trp Val
3s

Leu Ile Gly Tyr
&0

Gly Arg Phe Thr

Gln Met Asn. Ser
85
Arg Asp Trp Pro
100
Gly Thr Thr val
115

38
123
PRT
Homo sapiens

Glu
Cys
Arg
Asp
Val
70

Leu

Val

Val

Glu

Cys

Asp
Ile
70

Leu
Glu

Thr

Sex
Ala
Gln
Gly

5&
Ser

Axrg

Ala

Ser

Ser

Ala

Gln.

‘Gly

ser
Axg
Gly

Val

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Lys
Ala
Asp

Sexr
120

Gly
Ala
Ala
40

Ile
Axg

Ala

Ser
120

Gly
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Glu

Val
108

Gly
Sey
25

Pro
Asn
Asp
Gin

Tyxr
108
Ser

Asn Val Val
10
Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Lys Tyr Tyr
60
Asn Ser Lys
75
Asp Thr Ala
90
Ala pPhe Asp

Gly Val Val
10
Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Glu Tyr Tyr

60

Asn Ser Lys
75

Asp Thr Ala

Asn Gly Met

Gin
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Leu

Gln
Phe

Leu
45

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
Tyr

Trp
110

Pro

Ser
30
Gla

Ala Asp

Asn
val

Asp

Thxr
Phe

Val
110

Gly Arg
15

Thr Tyx
Trp Val
Sexr Vval

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Gly Gluo

Gly Arg
15

Asn Cys
Trp Val
Ser Val

Leu Tyrxr
80

Tyr Cys
295

Txrp Gly
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<400> 38

Glu
1
Ser

Trp

val Gln
Leu Lys

Ile Gly

35

Gly
S0
Gln
65
Leu

Ala

Trp

Val Ile
Gly Gln
Gla Trp
Arg Gly
Gly Gln Gly

Leu

Ile
20

Trp
ser
val

Sex

Tyx

Val Gln

cys

Arg

Ser
val

Pro Gly

Thr Ile
70
Seyr Leu
85

Cys Ser

100

11s

<210>
<211>
<212>
<213>

39
124
PRT
Homo
<400> 39
Glu Met

1
Sexr Leu

Gln

Arg

His
35
Ile

Gly Met

Ala val
50

Lys Gly Axg

65

Leu Glu Met

Ala Arg Glu

Gly
118

Val Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

40
124
PRT
Homo

<400> 40

Thr Leu

sapiens

Leun

Leu
20

Trp
Trp
Phe

Gly
100
Gln

val Glu
L3
Ser Cys

Val Arg

Phe Asp
55
Thr Ile
70
Sexr Leu
85
Asp Gly

Gly Thr

sapiens

Ser

Thx

Gln
Gly
Ser
Arg

Ser

Serxr
Lys
Gln
Asp
55

Sex
Lye
Gly

val

Gly
Gly
Met
40

Ser
Ala
Ala
Gly

Thr

Ala Glu
10

Gly

Val Lys Lys Pro

15
Ser Phe
25

Pro

Pro
30
Glu

Tyxr Asn
Lys Gly Leu
45
Ser

Gly

Asp Thr Arg Tyr

&0
Ser Ile
75

Thr Ala

Pro

Asp Lys Sexr Thr

Sex Met

Tyx
90

Cys

Ser

Phe Phe

110

Sex
105
val

Tyr Pro

Ser

120

Gly

Ala

Ala
40

Met
Arg
Als
Gly

Val
120

Gly Gly Val Val @Gln Pro Gly Arg
10 15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Asn

25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45
Asn Lys Phe Tyr Val Asp Sexr Val
60
Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
7% 80
Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
90 a5

Ile Tyr Tyr Tyr Tyxr Gly Met Asp
105 11¢

Thr Val Ser Ser

Gly Glu
Sex Tyr
Trp Met
Sex Phe

Ala Tyr
80

Tyxr Cys
985
Gln Tyx
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Gln Val
1
Sexr Leu

Gly Met

ala Ile
50

‘Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Arg

val Trp

<210> 41
<211> 246
<212> PRT

Gln

Arg

His
35

Ile
Arg
Met
Glu

Gly
115

Leu

Leu
20

Trp
Trp
Phe
Asn
Gly

100
Gln

Val
Ser
Val
Phe
Thr

Ser
85

Asp

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 41

Glu
cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Gly

Thr

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Serx

Thr

Gly Gly

Ala Ser
25
Ala Pro
40
Ser Asn
Arg Asp
Ala Glu
Sexr Leu
105

Vval Thr
120

Gly Val

10
Gly

Gly

Glu

Asn

Asp
20
Tyr

Val

Phe
Lys
Asp
Ser

75
Thr

Tyx

Ser

val Gln Pro
Thr Phe Ser
Gly Leu Glu

Tyr Ala Ala

60

Lys Asn Thx
Ala Val Tyxr

Tyr Tyxr Gly

Ser

45

30

110

Gly Arg
15
Thr Tyr

Trp Val

Sexr Val

Leu Tyr
80

Tyr. Cys

95

Met Asp
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Gln
1
Sex
Gly
Ala
LYsS

65
Leyg
Ala

Val

Val
BeXx
14§
Yal
Phe
Thr
Ser
Gly

225
Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val
Leu
Mekb
1le
50

Gly
Glin
Axyg

Trp

Sin
130
Cys

Asp
Ile
Leu
21¢

Yal

42
123
PRT

Gln
Arg

2

His
35
Ile

Mat
Glu
Gly
18
Ser
Ala
Gln
Gly
Seax
188
Arg
Thr

Thr

Ley
Lew

20
Trp

Phe
Asn
Gly
100
Gln

Gly
Alas
Ala
TYx
180
Axg
Ala
oy

¥al

Val
Ser
val

Phe

Ser
hAsp

Gly

aly
Ser
Pro

185
Asn

Asp

Siu

Ser
245

Homo sapiens

42

Glu Sexr
Cys Thr
Arg Gin

Asp Gly
855

Ile Ser

70

Lheu Arg

Gly Sex

Thr Thr

Gly val
135
Gly Phe
156
Gly Lys

Lys Tyx
Asn Bar
Agp Thr

218
Asp Gly

230
Ser

Gly
Ala
Ala

40
Sex

Als
Ser
Val
126

Val

Gy
Tyr

Lys
200
Ala

Gly

aly

Sly Val Val Glin Bro Gly

=10 15

Ser
Pro
Asn
Asp
Glu
Len

108
Thr

&ln
Phe
Leu
Ala
185
Asn
val

Phe

Gly Phe Thr Phe Sex Thx
30

Gly Lys Gly Leu Slu Trp

45
Slu Asp Tyr Ala Ala Sex
60
Asn Ser Lys Asn Thr Leu
75

S0
Tyr Tyxr Tyr Tyr Gly Met
110
Val Ser Ser Gln Val Gln
128

Pro oly Arg Ser Leu Arg
130
Ser Asn Ser adla Met His
155
Glw Trp Val Ala Leu Ile
170 178
Asp Ser Val Lys Gly Arxg
i80
Thr Leu Tyr Leu @Gln Met
208
Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu
220
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
235

Arg
Tyr
Val
val

Tyx
80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
28

Asp

Leu

Leu

Trp
150
Pro

Phe

Gly

Ile
240
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Gln
Ser

Gly

Lys
65
Leu

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Val

1

Sex Leu
Gly Met

Ala Vval

50

Lys -Gly

65

Leu Gln

Ala Axg

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val
Leu
Met
Val
50

Gly
Gln
Thx

Gly

43
120
PRT

Homo

43

Gln
Arg
His
35

Ile
Arg

Met

Asp

Leu

Gin
Arg

>

His
35

Ile
Ary
Ile
Glu
Gin

115

Leu

Leu
20

Trp
Sex

Phe

Sexr

Leu

Leu
20
Trp

Asp
Phe
Asn
Arg

100
Gly

85

100

1315

44
121
PRT

Homo

44

val

Val
Ser

val

Thr

Ser

Sex

Thx

Val
Sexr

Val

Thy
sex
85

Gly

Thr

sapiens

70

sapiens

Asp
Cys
Arg
Asp
Ile

Leu

Ser

val

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Thr

Leu

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Thr

Arg

Ser
Ala
Gln
Gly
Sex
Arg
His

vVal

Gly Gly Gly Vval Vval Gln

10

Ala Ser Gly Phe Thr The
25
Ala Pro Gly Lys Gly lieu

40

45

Ile Ile Gln Tyr Tyr Ala

60

Arg Asp Asn Ser Lys Asn

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val

80

Tyy Tyr Gly Ser Gly Ser
105
Thr Val Ser Ser

120

Gly Gly

Ala Sex

25

Ala Pro
40
Ile 1le

Axrg Asp

Ala Glu

Trp Tyr val

105

Sexr Ser

120

Pro Gly Arxrg
is

Ser Asn Ser

30

Glu Trp Val

Asp Sex Val

The Leu Tyr

80

Tyx Tyx Cys
25

Phe Asp Tyr

Gly Val val Gln
Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu
45
Lys His Tyr ala
60
Asn Ser Lys Asn
75

Asp Thr Ala val
S0

1190

Pro Gly Axg
1is

Asn Thr Tyr

30

Glu Trp Val

Asp Ser Val

Met Val His

80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln

110

151



EP2383295B1

Gln
2
Sex
Gly
Ala
Lys
65
Leu
Ala

Gln

Val Gln
Leu Arg
Met His
35
Leu Ile
50
Gly Arg
Gln Met
Arg Asp

Gly Thr
115

<210> 45
<211> 121
<212> PRT

<213>

<400> 45

Gln
1
Sex
Gly
Ala
Lys
65
Lew
Ala

Gin

Val Gln
Leu Arg
Met His
35
Leu Ile
50
Gly Axrg
Gln Met
Arg Asp

Gly Thr
11s

<210> 46
<211> 130
<212> PRT

<213>

<400> 4o

Leu

Leu
20

Trp
Gly
Phe
Agn

100
Thr

Leu

Leu
20

Trp
Gly
Phe
Asn

100
Thr

Val
Ser
val
Phe
Thr
ser
85

Pro

Vval

Homo sapiens

val
Sex
val
Phe
Thr
Ser
85

Pro

val

Homo sapiens

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Glu

Thr

Glu
Cys
Axg
Asp
Ile
70

Leu

Glu

Thr

Sexr Gly
Ala Ala

Gln Ala
40

Gly Ile

55

Ser Arg

Arg Ala

Gly Tyx

Val Ser
120

Ser Gly
Ala Ala

Gln Ala
40

Gly Ile

55

Ser Arg

Arg Kla

Gly Tyx

Val Ser
120

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu

105
Ser

Gly
Sexr
25

Pro
Asn
Asp
Glu

105
sexr

Gly
10

Gly
Gly
Gla
Asn
Asp

Asn

Gly
Gly
Qly

Glu

Asn

Asp
90
Asn

Val
Phe
Lys
Tyr
Sex
75

Thr

Gly

Val
Phe

Lys

Ser
75
Thr

Gly

Val
Thr

Gly

60

Lys
Ala

Met

Val
Thr
Gly
&0

Lys
Ala

Met

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn

Val

ASpP

Gln
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Val

Asp

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr
val
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Thy

val
110

Gly
15
Asn

Trp
Serxr
Leu

85
Tre

Gly
15
Asn

Trp
Ser

Leu

Tyr
T

Trp

Arg
Cys
Val

val

Tyxr
80
cys

Gly

Arg
ser
val
val
Tyr
80

Cys

Gly
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Gln Val

Thr Leu

Tyx

Gln

Ser

Leu

Leu

20

35

Ile
S0
Lys

Trp
Leu

65
Ser Leu
Ala

Tyr

Gly
Sexr
Lys

Axg

Trp
Asn
Arg
Leu

Gly

100

1135

Ser
130

Sex

<210>
<211>
<212>
<213>

47
117
PRT
Homo
<400> 47
Gln Vval

1
Ser

Gln

Len Arg

Gly His
35
Ile

Met
Ala Val
50
Lys Gly
€5
Leu

Arg

Gln Met

Ala Arg

Val Thr Val

118

<210>
<211>
<212>
<213>

48
103
PRT
Homo

<400> 48

Gln Glu Ser
S
Thr Cys Thr

Ser Trp Ile

Ile Tyr Tyr
55

Val Thr Ile

70
Ser Ser Val
85
Gly Gly Thr

Gly Met Asp ‘Val

sapiens

Leu

Leun
20

Trp
Trp
Phe

Asn

Tyr Tyr Tyr

100
Ser

Yal Glu

-3

Ser Cys

va

Tyr Asp
Thr Ile

Se
85

Ser
Ala

1 Arg Gln
Gly
55
Ser
70
v Leu Arg

Gly

Sexr

sapiens

Gly
Ala
Ala
20

Sexr
Axrg
Ala

Met

Gly
Ile
Arg
40

Sex
Sexr

Thr

val

Trp
120

Gly
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu

AsSp

Pro
Ser
25

Gln
Gly
Val
Ala
Val

108
Gly

10

80

108

Gly
10

Gly
Pro
Ser
Asp
Ala
S0

Arg

Gln

Gly Val
Gly Phe
Gly Lys
Lys Tyr

Asn - Sex

75

Asp Thr

Val Trp

Leu Val Lys

Gly Ser Val

Pro Gly Lys

45

Thx Asn Tyr

60

Thr Ser
75

Asp Thr

Lys
Ala

Gly Ile Ile

Gly Thr Thr
125

val Gino

Thy Phe
38
Gly Leu
45
Tyr Ala
60
Lys Asn

Ala val

Gly Gin

Pro
Sex
Glu
Asp
Thy
TYE
Gly Thr

Pro

sér

val
His
110
Val

95

110

Gly
18
Ser

Tzp
Sex

Leu

Tyr

Ser Glu
15
Ser Gly

Leu Glu

Pro Ser

Phe
80

Gln

Tyr
95
Tyxr Tyr

Thr val

Arg
Tyx
val

Val

80
Cys

Thr
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Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1

5

Sexr ‘Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25

2ls Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro

35

40

Ala Val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85

Ala Arqg Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
1
Ser

Trp
Gly
Gin
65

Leu

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

49
98
PRT

100

Homo sapiens

49

Val
Leu
Ile
Ile
50

Gly
Gln

Arg

50
99
PRT

Gly Val

10

Gly Phe
Cly Lys

Lys Tyr

Asn Ser

Asp Thr

Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser
20 25
Gly Trp Val Arg Gin Met Pro

35 40

Ile Tyr Pro Gly Asp Ser Asp

Gln Val Thr Ile Ser Ala Asp

70

Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser

85

Homo sapiens

50

75

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys

Asp
90

60

val
Tyr
Lys
Arg
Ser

75
Thr

val
Thr
Gly
Tyr

Lys

Ala

45

Lys
Ser
Gly
Tyr
60

Ile

Ala

3

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser

Met

Gln Pro Gly Arg

15

Phe Ser Ser Tyr
Leu Glu Trp Val
Ala Asp Ser Val

Asn Thr Leu Tyr

80

Val Tyr Tyr Cys

95

Pro Gly Glu
15

Thr Ser Tvyr

30

Glu Trp:Met

Pro Serx Phe

Thr Ala Tyr

80

Tyr Tyr Cys
95

154



EP2383295B1

Gln
1
Thr

Ser
Trp

Leu
65
Se;

Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val Gln Leu Gln Glu. Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro

Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Val Ser
20 25 30
Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40 45

Ile Gly Tyr Ile Tyxr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn
50 55 60

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn

70 75
Leu Lys ‘Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 0
Ala Arg

51

12

PRT

Homo sapiens

51

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Gly His Leu Ala
1 5 10

52

11

PRT

Homo sapiens

52

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

53

12

PRT

Homo sapiens

53

Arg Ala Ser:Gln Sexr Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

54

11

PRT

Homo sapiens

54

Ser
15

Ser
Leu
Pro

Glin

Tyzr
a5

Glu
Gly
Glu
Sexr
Phe

Tyr
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg Ala Ser Gln Gly Tle Ser Sexr:Ala Leu Ala
1 5 10

55

12

PRT

Homo sapiens

55

Arg Ala Ser Gln Sexr Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

56

12

PRT

Homo sapiens

56

arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Gly Tyr Leu Ala
1 5 10

57

11

PRT

Homo sapiens

57
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 1o

58

11

PRT

Homo sapiens

58
Arg Ala Ser Gln Gly- Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 5 10

59

11

PRT

Homo sapiens

59
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg Ala Ser Gln Ser Val Sexr Ser Tyr Val Ala
1 5 10

60

12

PRT

Homo sapiens

60

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Sexr Sey Tyr ‘Leu Ala
L 5 10

61

12

PRT

Homo sapiens
61

Arg Ala Ser Glu Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 ig

62

5

PRT

Homo sapiens

62
Gly:Ala Ser Ser aArg Ala Thxr
1 5

63

5

PRT

Homo sapiens

63
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

64

5

PRT

Homo sapiens

64
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 o 5

65

5

PRT

Homo sapiens

65
Asp ‘Ala Ser Sér Leu Glu Ser
1 5

66

7

PRT

Homo sapiens

66

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

67

7

PRT

Homo sapiens

67

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5 .

68

7

PRT

Homo sapiens

68

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 S

69
5

PRT
Homo sapiens

69
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

70

-

PRT

Homo sapiens

70

71

7

PRT

Homo sapiens

71

72

7

PRT

Homo sapiens

12

73

9

PRT

Homo sapiens

73

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Tyr Thr

1

74

10

PRT

Homo sapiens

74

Ala Ala Ser Ser Leu -Gln Ser

1

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1

5

5

S

5

5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Leu Thr

1 5 10
75
10
PRT
Homo sapiens
75
Gln Gln Tyr Gly . Ser Ser Pro Pro Phe. Thr
1 ) 10
76
9
PRT

Homo sapiens

76
Gln Glw Phe Asp Ser Phe Pro His Thr
1 s :
77
10
PRT

Homo sapiens

77

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Ile Phe Thr
1 5 10

78

8

PRT

Homo sapiens

78

Gln Gln Tyr Gly:Ser Ser Pro Thr
hE 5

79

10

PRT

Homo sapiens

79
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln Glan Arg Ser Asm Trp Pro Pro Tyr Thr
1 5 10

80

9

PRT

Homo sapiens

80
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Pro Thr
1 5
81
10
PRT

Homo sapiens

81
Gln Gln Arg Ser Asp Ser Pro Pro Trp Thr
X 5 10
82
10
PRT
Homo sapiens
82
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Pro Phe Thr
1 5 10
83
10
PRT

Homo sapiens

83
Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Glu Tyr Thr
1 5 10
84
108
PRT

Homo sapiens

84
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Glu
1
Glu
His
Ile
Gly

65
Pro

Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
1
Glu

Leu

Ile Val Leu

Arg Ala Thr
290
Leu Ala Trp
35
Tyx Gly Ala
50
Ser Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly
100

85
108
PRT

Thr

Leu

Ser
Gly
Ala

85
Gln

Homo sapiens

85

Ile Val Leu

Arg Ala Thr

260

Ala Trp Tyr
35

Tyxr Asp Ala Ser

Ser
65
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

50
Gly Sexr Gly

Asp Phe Ala

Leu Thr

86
109
PRT

Thr
Leu
Gln
Asn
Thr

val
a5

Phe

Homo sapiens

86

Gln Ser
Ser Cys
Gln Gin
Ser Arg
55

Thr Asp
70

Val Tyr

Gly Thr

Gln Ser
Sexr Cys
Gln Lys

Arg Ala
55

Asp Phe

70

Tyr Tyx

Gly Gly
100

Pro
Axg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr

Lys

Pro
Axg
Pro
30

Thxy
Thr

Cys

Gly

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Len
105

Ala
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gln

Thr

Thr
1Q

Sex
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Glu

Ile
10

Sex
Gln
Ile
Thr

Gln
20

Lys:

Lieu
Gln
Gln
Ile
Thx
75

Gln

Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Arg

Val
105

Ser
Ser
Ala
Pro

60
Ile

Tyr

Lys

Sexr
Sex
Pro
Ala
60

Ser

Ser

Giu

Leu Sex

val Ser
30

Pro Arg

45

Gly Arg

Ser Arg

Gly Ser

Leu Sexr

Val Ser
30

Brg Leu

45

Arg Phe

Sexr Lieu

Asn Trp

Ile Lys

Pro
15
Sexr

Leu.

Phe
Leu

Ser
85

Pro
15

Sexr
Leu
Ser

Glu

Pro
a5

Gly
ély
Leu
Ser
Glu

‘80
Pro

Gly
TYyr
Ile
Gly
Pxro

80
Pro
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Glu Ile Val Leu Thr

Glu Arg Ala Thr Leu
20
Tyr Leu Ala Trp Tyr
35
Ile Tyr Gly Ala Ser
50
Gly Ser Gly Ser Gly
65
Pro $Slu Asp Phe Ala

85
Pro Phe Thr Phe Gly
100
<210> 87
<211> 107
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 87

Ala Ile Gin Leu Thr

Asp Arg Val Thr 1ile
Leu Ala Trp i;r Gln
Tyxr Asp zia Ser Ser
Sex ggy Sexr Gly Thr
giu Asp Phe Ala Thr

85
Thr Phe Gly Gly Gly
100
<210> 88
<211> 109
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

Gln Ser
Ser Cys
Gln Gln
Sexr Arg
55

Thr Asp
70

Val Tyr

Pro Gly

Gln Ser
Thr Cys
Gln Lys
Leu Glu

55

Asp- Phe
70

Thr Lys

Glu Tle Val Leu Thr Gln Ser

1 5
Glu Arg Ala Thr Leu
20

Sexr Cys

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln

35

Pro Gly Thr
10
Arg Ala Ser
25
Lys Pro Gly
40
Ala Thr Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln
20
Thr Lys Val
105

Pro Ser Ser
10
2Arg Ala Ser
25
Pro Gly Lys
40
Ser Gly val

Thr Leu Thr

Cys Gln Gln

E 90

Val Glu Ile
105

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
78

Gln

Asp

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Phe

Lys

Ser
ser
Ala
Pro

60
Ile

Ile

Ser
Gly

Pro

‘ser

60
Ser

Asp

Leu

Val

Pro

45

Asp
Ser
Gly

Liys

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Sexr

Ser

Pro Gly Thr Leu Ser Leu

10

Arg Ala Ser Gla Ser Val

25

Lys Pro Gly Gln Ala

40

Pro
45

Ser
Ser
30

Arg
Axg
Arg

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Phe

Sexr

Sexr
30
Arg

Pro
15

Sexr
Leu
Phe

Leu

Ser
95

Yal
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
g5

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Al
Ile
Gly
Pro

80
His

Pro Gly

15
Ser

Ser

Leu Leu
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Ile
Gly
65

Pro

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Glu
Tyx
Ile
Gly
Pro

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Glu
Glu
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Tyx

<210>

Tyr Gly Ala Ser
50
Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Phe RAla
85
Phe Thr Phe Gly
100

89
107
PRT
Homo sapiens

89

Val Val Leu Thr

Arg Ala Thr Leun
20
Lieu Ala Txp
35
Tyr Gly Ala
50
Sexr Gly Ser

Ser
Gly
Ala

83
Gly

Glu asp Phe

Phe Gly Gly
100

90

108

PRT

Homo sapiens

90

Ile Val Leu Thr
Thr
20

Tyr

Arg Ala Leu

Ala Trp Gln
35
Asp Ala
50 '
Gly Ber

Sexr Asn

Gly Thr

Asp Phe Vval
85
Gln

Ala

Thr Phe Gly

100

91

Ser Arg

Thr Asp

70

val Tyr
Pro Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thy
70

val

Thy

Gln
Ser
Gln
Axg
Asp

70

Gly

55

Ser
Cys
Gln
Arg

58
Agp

Lys

Ser
Cys
Lys
Ala

55
Phe

Thr

Ala Thr
Phe Thr
Tyx Cys

Thr Lys
105

Pro Gly
Ala
25
Pro

Arg
Lys

40

ala Thr

Phe Thr
TYYL

Val

cys

Glu
108

Pro Ala
Ala
25
Gly

Arg

Pro
40
Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

Leu
108

Lys

Gly
Leu
Gln

1o}
val

Thr
10
sex

Gly
Gly
Leu
Gln

80
Ile

Thr
10

Sex
Gin
Tle
Thr
Gln

80
Glu

Ile
Thr
75

Gln

Asp

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr
15

Gln

Lys

Len
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Arg

Ile

Pro Asp Arg Phe
60

Ile Ser Arg Leu Glu

Tyr Gly Ser Ser
95,
Ile Lys

Pro
i5
ser

Ser Leu Ser

Ile ser
30
Aryg

Ser

Ala Pro Leu
45
Asp

Pro Phe

&0
Ile

Arg

Ser Arg Leu
Sex
95

Gly Ser

Pro
15
Ser

Ser Leu Ser

Val Ser
30
Leu

Serxr

Pro Axrg Leu
45

Ala Arg Phe Serx

60

Ser Ser Leu Glu

Pro
95

Ser Asn

Lys

Ser

80
Pro

Gly
Gly
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly

Ile
Gly
Pro
80

Pro
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<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 91
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro BSer Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 7% 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
180 105
<210> 92
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 92
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu RArg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr
20 25 30
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala ‘Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu:Asp Phe Ala Ile Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Ser Pro Pro
85 390 95
Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 165
<210> 93
<211> 109
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>

93
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Glu
1
Glu
Tyr
Ile

Gly
65
Pro

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
1
Glu

Tyr
Ile
Gly
65

Pro

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ile Val
Arg Ala
Leu Ala
Tyr Gly
50

Ser: Gly
Glu Asp

Phe Thr

94
109
PRT

Leu
Thr
20

Trp
Ala
Ser

Phe

fhe
100

Thr
Leu
Iyr

Ser

Gly

Ala
835
Gly

Homo sapiens

94
Ile Val
Arqg: Ala

Leu Ala
35

Leu

Thr
20
Trp

Tyxr Gly Ala

50
Ser Gly

Glu Asp
Tyxr Thr
95

96
PRT

Ser
Phe

Phe
100

Thr
S
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala

85
Gly

Homo sapiens

95

Gin
Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val

Pro

Gin

Ser
Gln
Ser
Thr
70

Val

GIn

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp
Tyr

Gly

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp
Tyr

Gly

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr

Thr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe
Tyr

Thr

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
105

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr
Cys

Lys
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gin
a0

val

Thx
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90
Leu

Leu
Gln
Gin
Ile
Thr
75

Gin

Asp

Leu
Gin
Gln
Ile
Thr
15

Gln

Glu

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile
Tyr

Ile

Ser
Ser
Ala
Pro
Ile
Tyr

Ile

Leu
Val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Leu
val
Pro
45

Asp
Ser

Gly

Lys

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Ser
Ser
30

Azrg
Arg
Arg

Ser

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
85

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Ser
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro
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Glu
1
Giu
Tyr
Ile
Gly

65
Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu
Glu
Leu
Tyr
Ser

65
Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ala
Asp
Leu
Tyr
Ser

65
Glu

<210>

Ile
Arg
Leu
Tyr
50

Ser

Glu

96
95
PRT

Val
Ala
Ala
35

Gly
Gly

Asp

Leu
Thr
Trp
Ala
Ser

Phe

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly

Ala
85

Homo sapiens

96

Ile
Arg
Ala
Asp
50

Gly

Asp

97
95
PRT

val
Ala

Trp
35

Ala

Ser

Phe

Leu
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Thr
Leu
Gln
Asn
Thr

Val
85

Homo sapiens

97

Ile
Arg
Ala
Asp
50

Gly

Asp

98

Gln
val
Trp
35

Ala

Ser

Phe

Leu
Thr
20

Tyr
Ser

Gly

Ala

Thr
Ile
Gln
Ser
Thr

Thr

Gln
ser
Gln
Ser
Thr

70
Val

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp

70
Tyr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyzr

Ser
Cys
Gln
Arg
55

Asp

Tyr

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Phe

Tyr

Ser
Cys
Lys
Glu
55

Phe

Tyr

Pro
Arg
Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Pro
Arg
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Pro
Arg
Pro
40

Ser

Thr

Cys

Gly
Ala
25

Pro
Thr
Thr

Cys

Ala
Ala
25
Gly
Gly

Leu

Gln

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu

Gln

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gln
80

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr

Gln
90

Ser
10

Ser
Lys
Val
Thr

Gln
390

Leu
Gln
Gln
Ile
Thr

75
Gin

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Arg

Leu
Gln
Ala
Pro
ILe

75
Phe

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyx

Ser
Ser
Pro
Ala
60

Sex

Ser

Ser
Gly
Pro
Ser
60

Ser

Asn

Leu
Val
Pro
45

Asp

Ser

Gly

Leu
Val
Arg
45

Arg

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser

Ser

Ser
Ser
30

Arg
Arg
Arg

Ser

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Trp

Ser
Ser
30

Leu
Phe

Leu

Tyr

Pro
5

Ser
Leu

Phe

Leu-

Ser
95

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
5

Val
15

Ser
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80
Pro

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80

Gly
Ala
Tle
Gly

Pro
80
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<211> 95
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 98
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
20 25
Leu Ala Trp Tyr Glmn Gln Lys Pro Glu Lys
35 . 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 6Gln Gln
85 90
<210> 99
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 99
caggtgcagt tggtggagtc tgggggaggce gtggtccage
tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctatggea
ccaggcaagg ggctggagtg ggtggceagtt atatggtttg
gcagacteeg tgaagggccqg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcetgigt
gcggggagtt ctctctacta ctactacggt atggacgtcet
accgtcteet ca
<210> 100
<211> 360
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 100
caggagcagce tggtggagtc tgggggaaac gtggtecage
tcctgtgcag cgtetggatt cacctttagt acttatggea
ccaggcaagyg ggctggagtg ggtggcagtt-atatggtatg
gcagactccg tgaaggaccg - -attcacggte tccaaagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggetgtgt
gcagtggctg acgttgettt tgatctetgg ggeccagggga
<210> 101
<211> 363
<212> ADN
<213> Homo sapiens

Leu Ser Ala

Gln Gly Ile

Ala Pro Lys
45
Ser Arg
&0

Ser

Pro
Ile Ser
75
Tyr

Asn Ser

ctgggaggtc
tgcactgggt
daggaaqgtat
attccaagaa
attattgtgce

ggggecaagg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtga
attccaagaa
attactgtge
caatggtcac

Val
15
Ser

Ser

Ser
30
Ser Leu

Phe Ser

Leu Gln

Pro
35

Tyr

cetgagacte
ccgocagget
taaatactat
tacgctgtat
gagagagggt
gaccacggte

cctgagacte
ccgecaggcet
taaatactat
cacgotgtat
gagaaatata
cgtctctica

Gly
Trp
Ile
Cly

Pro
80

60

120
180
240
300
360
372

60

120
180
240
300
360
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<400> 101

caggtgcagce
tecctgtgcag
ccaggcaagyg
gcagactccg
ctgcaaatga
cctgagggct
tca

<210>
<211>
<212>
<213>

102
369
ADN

<400> 102

gaggtgcage
tectgtaagy
ccegggaaag
agececgtoct
ctgeagtgga
tgtagtggtg
gtctectec

<210>
<211>
<212>
<213>

103
372
ADN

<400> 103
caaatgcagc
tcctgtacag
ccaggcaagg
gtagactcceg
ctggaastga
gatggttcgg
accgtctccect

<210>
<211>
<212>
<213>

104
372
ADN

<400> 104

caggtgcage
tcctgtacag
ccaggeaagyg
gcagectoeg
ctgcaaatga
gatgggagct
accgtctect

tggtggagtc
cgtcoctggatt
ggctggagtg
tgaagggcecg
acagcctgag
actacaacgg

Homo sapiens

tggtgcagtc
gttctggata
goctggaghy
tccaaggeca
gcagectgaa
gtagctgcta

Homo sapiens

tggtggagte
cgtctggatt
ggctggagty
tgaagggceeg
acagcctgag
ggatttatta
ca

Homo sapiens

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagty
tgaagggccyg
acagectgag
tcttatacta
ca

tgggggaggc
caccttoagt

ggtggcactt
attcaccatc
agccgaggac
catggacgtce

tggagcagag
caactttece
gatgggggte
agtcaccate
ggecteggac
cecattctte

tgggggagge
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctactacggt

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcaatt
attcaccate
agccgaggac
ctactacggt

gtggtccage
aactgtggca
atagggtatg
tccagagaca
acggectgtgt
tggggccaag

gtgaaaaagc
agctactgga
atctctectg
tcagecgaca
actygecatgt
cagtactggyg

gtggtccagc
aacaatggca
atatggtttg
tccagagaca
acggctatat
atggacgtct

gtggtcecage
accetatggca
atatggttcyg
tccagagaca
acggctgtgt
atggacgtcet

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaattaa
attccaagaa
tttactgtgc
ggaccacggt

ccggggagte
tcggetgggt
gtgactetga
agtccateag
attactgtge
gccagggeac

ctgggaggte
tgcactgggt
atggaatgaa
attccaagaa
attactgtgc
ggggccaagyg

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtge
ggggccaagy

cctgagactc
ccgcecagget
tgaatactat
cacgetgtat
gagagactgg
caccgtetee

tetgaagate
gecgecagatg
taccagatac
cagegectac
gagaggatat
cetggteace

cctgagacte
ccgecaggct
taaattctat
cacgctgtat
gagagaaggg
gaccacggtc

cctgagacte
cecgeeagget
tgaagattat
cacgctgtat
gagagagggg
gaccacggtc

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
360
369

60

120
180
240
300
360
372

60

120
180
240
300
360
372
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<210>
<211>
<212>
<213>

105
366
ADN

<400> 105
caggtgcage
teetgtgeag
ccaggcaagy
gcagactocyg
ctgcaaatga
ggatatactg
tcctea

<210>
<211>
<212>
<213>

106
369
ADN

<400> 106

caggtgcaac
tcctgtgecag
ccaggcaaqqg
gcegactcoceg
ctgtaaataa
ggcacgcatt
gtetectcea

<210>
<211>
<212>
<213>

107
360
ADN

<400> 107
caggtgcecaac
tcctgtgeag
ccaggcaagg
gecgactecyg
ctgcaaatga
agcagetggt

<210>
<211>
<212>
<213>

108
363
ADN

<400> 108

Homo sapiens

tggtggagtc
cetetggatt
ggctggagtyg
tgaagggceg
acagectgag
getacgatygyg

Homo sapiens

tggtggagte
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccy
acagectgag
actatggtte

Homo sapiens

tggtggactce
cetetggatt
ggctggagty
tgaagggecy
acagcctgag
acgtetactt

Homo sapiens

tgggggaggce
cacgcttcagt
ggtggcactt
attcacecate
agctgaggac
gggatttgac

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ggggagtttt

tgggggagge
caccttcaat
ggtggcagtt
attcaccata
agctgaggac
tgactactgg

gtggtccage
aactetgeta
ataccatttyg
tccagagaca
acggetgtgt
tattggggce

gtggtccagce
aactctggcea
atagactatyg
tccagagaca
acggectgtgt
gactactggg

gtggtocage
acctatggca
atatcatatg
accagagaca
acggctgtgt
ggecagggaa

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggatacaa
attccaagaa
attactgecge
agggaatcet

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaattat
attccaagaa
attactgtgc
gccagggaac

ctgggaggtc
tgcactgggt
atggaatceat
attccaagaa
attactgtyge
cecetggteac

cctgagacte
ccgecagget
taaatactac
cacgetgtat
gagagaagygt
ggtcaccgtc

cctgagacte
ccgcecaggcet
tcaatactat
cacgctgtat
gacagagagg
cctggtcace

cctgagacte
ccgecagget
taaacactac
catggtgcat
gagagatage
cgtetectea

60

120
180
240
300
360
366

60
120
180
240
300
360
369

60

120
180
240
300
360
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caggtgrage
tecetgtgeag
ccaggcaagg
gcagacteoy

ctgraaatga
cctgaggget
tca

<210>
<211>
<212>
<213>

109
390
ADN

<400> 109

caggtgcage
acctgecacta
cagcccecag
tacaacecet
tecectgaage
gggggtactg
ggccaaggga

<210>
<211>
<212>
<213>

110
324
ADN

<400> 110
gaaattgtgt
ctctectgea
cectggecagg
ggcaggttca
cctgaagatt
caggggacca

<210>
<211>
<212>
<213>

111
324
ADN

<400> 111

gaaattgtgt
ctctectgea
ggccaggete
aggttcagtg
gaagattttg
ggagggacca

<210> 112

tggtggagte
cgtetggatt
ggctygagty
tgaagggecg

acagcctgag
actacaacgg

Homo sapiens

tgcaggagtce
tctctagtgg
ggaagggact
cocteaagag
tgagctctgt
tggttcegagg
ceacggtcac

Homo sapiens

tgacgcagte
gggccagtea
ctocecaggct
gtggcagtygg
ttgcagtgta
agctggagat

Homo sapiens

tgacacagtc
gggoeagtca
ceaggetoet
geagtgggtc
cagtttatta
aggtggagat

tgggggagge
caccttaagt
ggtggeactt
attcaccate

agccgaggac
catggacgte

gggcccagga
ctcegtcade
ggagtggatt
tecgagtcacc
gaccgetgeg
aattatccat
cgtctcectea

tccaggcace
gagtgttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgteag
caaa

tceoagecate
gagtgttage
catotatgat
tgggacagag
ctgtcageag
caaa

gtggtcocage
aactgtggca
atagggtttg
tccagagaca

acggctgtgt
tggggccaag

ctggtgaage
agtggtgatt
gggaacatct
atatcggtag
gacacggeceg
tactactact

ctgtctttgt
agecggacact
ggtgcatcea
gacttcactc
cagtatggta

ctgtetttgt
agctacttag
geatccaaca
ttcactetea
cgtagcaact

ctgggaggte
tgcactgggt
atggaattaa
attccaagaa

cctgagactc 60

ccgecagget 120
tgaatactat 180
cacgctgtat 240

attattgtgc gagagactgg 300
ggaceacggt caccgtetoe 360

cttcggagac
actactggag
attacagtgg
acacgtccaa
tgtattactg

actacggtat

cteoccagggga
tagectggta
gcagggecag
tcaccatcag
gctecaccgta

ctecagggga

cctggtacca
gggoecactyg
ccatcageag
ggoctecact

cctateoecte
ctggatecgg
gagcaccaac
gaaccagtte
tgegagaggg
ggacgtctgg

aagageeace
ccageagaaa
tggcatceea
cagactggag
cacttttgge

aagagccace
acagaaacct
catcceagee
gctggagect
cactttogge

363

60

120
180
240
300
360
390

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
324
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<211>
<212>
<213>

324
ADN

<400> 112
gaaattgtgt
cteteoctgea
ggceaggete
aggttcagtyg
gaagattrtyg
ggagggacea

<210>
<211>
<212>
<213>

113
321
ADN

<400> 113
gccatccagt
atgacttgee
gggaaagote
aggtteageyg
gaagattttyg
gggaccaagy

<210>
<211>
<212>
<213>

114
327
ADN

<400> 114
gaaattgtgt
ctcteetgea
cctggecagg
gacaggttea
cctgaagatt
ggccctgygga

<210>
<211>
<212>
<213>

115
321
ADN

<400> 115

Homo sapiens

tgacacagte
gggecagtca
ceaggeteat
geagtgggtce
cagtttatta
aggtggagat

Homo sapiens

tgaceccagto
gggeaagtca
ctaagehcet
goagtggate
caacttatta
tggagatcaa

Homo sapiens

tgacgecagte
gggccagtea
cteccagget
gtggcagtgg
ttgeagtgta
ccaaagtgga

Homo sapiens

tceagccate
gagtgttagce
catctatgat
tggagacagac
ctgtcageag
caaa

tceccatectec
gggcattage
gatctatgat
tgggacagat
ctgtceaacag
a

tcecaggecace

gagtgttage

ccteatctat
gtetgggaca
ttactgtcag
tatcaaa

ctgtctttgt
agetacttag
geatecaaca
ttcactctea
cgtagcaact

ctgtetygcat
agtgetttag
gectocagtt
ttcactetoa
tttgatagtt

ctgtctttgt
agcagctatt
ggtgcateca
gacttcactc
cagtatggta

ctocagggga
cctggtacea
gggecactygy
ccatcageas
gacctecact

ctgtaggaga
cetggtateca
tggaaagtgg
ceatecageag
tcecteacac

ctccagggga
tagectggta
gcagggccac
tcaccatecag
gctcacctat

aagagcecace
acagaaacet
gatcocago
cetggagect
cactttegge

cagagtcacc
gcagaaacea
ggteccatea
coctgeageoat
ttteggegga

aagagcecace
ccagcagaaa
taggecatocca
cagactggag
attcacttte

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
321

&0

120
180
240
300
327

172



EP2383295B1

'gaagttgtgt
ctetecrgea
cctggccagyg
gacaggttca
cctgaagate
gggaccaagg

<210>
<211>
<212>
<213>

116
324
ADN

<400> 116
gaaattgtgt
ctetectgea
ggeccaggcte
aggtteoagty
gaagatttiy
caggggacca

<210>
<211>
<212>
<213>

117
321
ADN

<400> 117

gacatccaga
atcacttgte
gagaaagoae
aggtteageg
gaagattttyg
gggaccaagy

tgacgcagte
gggecagtca
cteceagget
gtagcagtgg
ttgcagtgta
tggagatcaa

Homo sapiens

tgacacagte
gggceagtca
ceaggetoat
geagtggate
gagttbatta
agetggagat

Homo sapiens

tgacccagtce
gggegagtoa
ctaagtoceot
geagtggate
caacttatta
tggagatcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

118
324
ADN
Homo sapiens

<400> 118

gaaattgtgt tgacacagtc
ctetectgea gggecagtes
ggccaggele ccaggetecet
aggttoagtg goagtgggte
gaagattttg caatttatta
caagggacca aggtggaaat

<210>
<211>
<212>
<213>

119
327
ADN
Homo sapiens

tccaggcace
dagtattage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
a

teccagecace

gagtgttage,

catctatgat
tgggacagac
ctgtecagcag
caaa

tccatcetca
gggtattage
gatctatgelt
tgggacagat
ctgecaacag
a

tcecageecace
gagtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtcagecag
caaa

ctgtetttgt
agcggctact
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta

ctgtetttgt
agctacttag
gcateocaaca
ttoactcetea
cgtagcaact

ctgtctgcat
agetggttag
gcatecagtt
ttractcetea
tataatagtt

ctgtetttyt
agcetacgtag
gcatocaaca
ttcactectea
cgtagcaact

cteccagggga
tagcctggta
gcagggecac
tcaccatcag
gectcaccoac

ctecagggga
cctggtacca
gggecactgg
ccatcageay
ggecteegta

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatecea
cagactggag
tttcggegga

aagagoaace
acagaaacct
catcccagec
cctagageet
cacttttgge

ctgtaggaga cagagtceace
cctggtatca goagaaacca
tgeaaagtgg ggtoccatea
ccatcagecag cctgcagect
acceteccac ttteggegga

ctccagggga aagagecace
cetggtaccea agagaaacct
gggccactygg catcccagee
ccatcageag Getagagecot
cgccteogtyg gacgttegge

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
324
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<400> 119

gaaattgtqt
ctectectgea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
ggccctggga

<210>
<211>
<212>
<213>

120
654
ADN

<400> 120

gaaattgtgt
ctctectgea
¢cctggecagyg
gacaggttca
cctgaagatt
ggecetggga
tetttgtete
agctacttag
gcatccagea
ttcactctca
tatggtagct

<210>
<211>
<212>
<213>

121
98
PRT

<400> 121

Met Asn Gln Thr Ala Ile Leu Ile Cys Cys Lsgu lle

1

Ser Gly Ile Gln Gly Val Pro Leu Ser Arg Thr Val

Ile Ser Ile Ser Asn Giln Pro Val Asn Pro Arg Ser

Glu
50
Thr
65
Ala
Ser Pro
<210>
<211>
<212>
<213>

122
368
PRT

tgacgcagtc
gggccagtca
ctececcagget
gtggcagtgg
cttgeagtgta
ccaaagtgga

Homo sapiens

tgacgcagte
gggcecagtca
cteecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta
ccaaagtgga
caggggaaag
tcgctggtacca
gggccactgg
ccatcagceag
caccggagta

Homo sapiens

S
20

35

85

Homo sapiens

tccaggcace
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
tatcaas

tccaggecace
gagtgttage
ccteatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
tatcaaagaa
ageccaccete
gcagaaacct
catcccagac
actggagcct
cacttttgge

ctgtctttgt
agcagcetact
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta

ctgtetttgt
agcagctact
ggtgcatcca
gacttcacte
cagtatggta
attgtgttga
tecectgocaggyg
ggeccaggcte
aggttcagtyg
gaagattttg
caggggacca

10

25

40

B5

70

Ile Ile Pro Ala Ser Gln Phe Cys Pro Arg Val

Met Lys Lys Lys Gly Glu Lys Arg Cys Leu Asn
75
Ile Lys Asn Leu Leu Lys Ala Val Sexr Lys Glu

90

ctccaggyga aagagecdce
tagcetggta ccagcagaaa
gcagggecoac. tggecatecea
tcaccatcag cagactggag
gctcacctoe attcacttte

ctccagggga
tagcctggta
gcagggceac
tcaccatcag
gctcacctee
cgcagtetece
ccagtcagag
ccaggeteet
gcagtgggtc
cagtgtatta
agctggagat

Phe
Arg

Leu
45

Glu
60 -
Pro

Met

60

120
180
240
300
327

aagagccacce 60
ccagcagaaa 120
tggcatccecca 180
cagactggag 240
attcactttc 300
aggcaccetg 360
tgttagcage 420
catctatggt 480
tgggacagac 540
ctgtecagcag 600
caaa 654

Leu. Thr Leu
15

Cys Thr Cys

30

Glu Lys Leu

Iie ¥le Ala

Glu Ser Lys

80

Ser Lys Arg
85
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<400> 122

Mat
X
Xla
a3lu
Leu
Leu
&5
Arg
Val

ala

Iie
1435
Sly
His
Gin
Lex
22%
val
Val
Ley
Asn
Gly
305
Val

Gly

Arg

val
Ala
Ser
Asn
50

Leu
Arg
Ala
Ala
Lien
330
Ser
Ary
Letd
Hig
Val
219
Lew
Yeu
Wal
¥al
Cys
239
T
Gly
Cys

Asp

<210> 12
<211> 98

<212>
<213>

Leu
Leu
Asp
35

Phe
Gly
Thy
Asp
Val
118
Phe
The
Gly
ays
Asp
155
Gly
sro
Leu
val
Val
pe e 5
aly
Gly
Val
Bro
Ser
38s%

3

PRT
Macaca mulatta

Glw
Lew
20

Ser
Asp
Lsu
Ala
Thr
160
Gln
Asn
Asp
Pro
Yan
180
Glu
Arg
Leu
Val
val
260
Lew

Arg

Lye

Asn
340

Sexr

¥al
Giu
Cys
Arg
Leu
Leu
a5

Len
np
Ile
Arg
Fro
185
Lew
Ary

Thy

Sex
245
val
Val
Giu
Met
Phe

325
Gln

Trp

Sex
Asn
Cys
Ala
Gly
0

Sex
Len

Vval

Asn

bo's o
150
Ala
Phe
Leu

Ala

¢ Val

230
Arg

Val
Asp
Sexr
Hig
310
Arg

Arg

Asp

Bhe

Phe
55
Ran

Serx

Val:

Phe
Pha
135
Ligu
Arg
Ala
Asn
Len
218
Mat
Gly
Ala
Ile
Arg
295
Cvs
Slu

Gy

Bis
Ser
Sex
&0

p3to3h 8
Sly
Thy
Leu
Gly
Y28
Asn
Val
Leu
Ala
260
Aryg
Ala
Glin
Fhe
Leu
280
val
Cys
Arg

Leu

Ser Glu. . Thr

360

Gin
Ser
25

Pro
P
Ala
Asp
Thr
i85
Sar

Ala

Ile

Pro
188

Val

Arg
Ala
265
Met
Asp
e
Vet
Gin
345

Ser

Val
10

sexr
2ro
Ala
val
Thr
20

Leu
Sly
S1y
Val
Leu

170
Asp

- His

Leu
Cys
Arg
250
ey
Asp
Yal
Asn
330
Axg

Glu

Leu

Cys
Lexna
Ala
5

Phs
Pro
Lau
Ala
His
155
Thr

Pha

LQys

Slin
TYY

235
Leu

Cys
Leu
Ala
o
315
Mat

Gln

Ala

Asn
Asp
bro
&0

Ala
Lau

Leu

ey
140
aAla
Cys
Ile
Glo
Leu
220
Ala
Arg
T
Gly
Lys
o0
Leuw

Leau

Bro

Asp

Gin
a5

Ser
Val
L
Trp
Lys
125
Leu
Thr
Ley
Fhe

YT
205
val
His
Ala
The
Ala
285
Ser
Ly

Leu

Ser

Sexr Tyr

365

Ada

Gly

His
Ala
310
YVal
$en
Gln
Ala
Len
180
Ren
Ala
Ils
Met
Pre
3798
Leu

val

Leu

Ser
350

Glu
15
Giu

Phe

Lieu
Ly
95

val
Ala

Alsa

Lewg

Tal
175
215 o

Phe

Gly‘

Len
Axg
258
Ala
Thr
Ala

335
Bay

Ser Gly

Val
Asn
Ser
Phe
Sex
80

Ala
aAsp
Cly

Cys
180

Ala
PO
Phe
Ala
240
Leu
His
Arg
sar
Fhe
320
Lew

Arg

Leu
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<400> 123

Met
1
Ser

Asn Gl

Gly 11

n

5

io

Thr Ala Ile 'Leu Ile Cys Cys Leu Val Phe Leu Thr Leu

i5

e Gln Gly Ile Pro Leu Ser Arg Thr Val Arg Cys Thr Cys
' 30

20

Ile Ser Ile
35
Glu Ile Ile
50
Thr Met Lys
€5 70
Ala Ile Lys
85
Sexr Pro
<210> 124
<211> 98
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 124
Met Asn Pro Ser Ala Ala
1 5
Ser Gly Thr Glm Gly Ile
20
Ile His Ile Asp Asp' Gly
35
Glu Ile Ile Pro Ala Ser
50
Thr Met Lys Lys Asn Asp
65 70
Thr Ile Lys Asn hLeu Met
85
Ala Pro
<210> 125
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 125

40

25

75

20

Val Ile Phe Cys

10

Pro Leu Ala Arg

25

Pro Val Arg Met

40

Leu Sexr Cys Pro

55

Glu Gln Arg Cys

Lys Ala Phe Ser

90

60

Leu
Thr
Arg
Arg
Leu

75
Gln

Ser Asn Gln Pro Val Asn Pro Arg Ser Leu Glu Lys lLeu

45

Pro Pro Ser Gln Phe Cys Pro His val Glu Ile Ile Ala
55 )
Lys Lys Gly Glu Lys Arg Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys

80

Asn Leu Leu Lys Ala Val Ser Lys Glu Arg Ser Lys Arg

85

Ile Lieu Leu Gly Leu
15
Val Arg Cys Asn Cys
30
Ala Tle Gly Lys Leu
45
Val Glu Ile Ile Ala
60
Asn Pro Glu Ser Lys
80
Lys Arg Ser Lys Arg
S5
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Met
Leu

cys

Leu
Ala
65

Lys

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
Thr
Ile
Ser
Thr

65
Gln

Lys
1le

Ile

Lys
S0

Thr
val
Lys

Arg
126

94
PRT

Lys

Sexr Gly
5

Gly Val Gln

Ser
35

Gln
Leu
Lys
Gln

Lys
115

20
Thr -Asn

Phe Ala
Lys Asn

Glu Leu
85

Lys Asn

100

Ser Gln

Homo sapiens

126

Ser
Val
Gly
Ile
50

Leu

Ala

Val
Val
Pro
35

Met
Lys

Arg
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REIVINDICAGCOES

1. Um anticorpo monoclonal humano isolado, ou uma pPoOrcgao
de ligacdo a antigénio do mesmo, em o anticorpo se liga
especificamente a IP-10 humana e ndo reage de forma cruzada
com MIG humana e nao reage de forma cruzada com ITAC

humana.

2. O anticorpo da reivindicacdo 1, que é um anticorpo de
comprimento completo de um isotipo de IgGl ou IgG4 ou é um

fragmento de anticorpo.

3. O anticorpo ou porcado de 1ligacdo a antigénio da
reivindicagcdo 1, que compreende uma regido variavel de
cadeia pesada que compreende sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3 e
uma regido varidvel de cadeia leve gue compreende as
sequéncias CDR1, CDR2 e CDR3, em que:
(a) a sequéncia CDR3 da regido variavel de cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 32, e a sequéncia CDR3 da regido variavel de
cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 81;
(b) a sequéncia CDR3 da regido variavel de cadeia
pesada compreende a sequéncias de aminodcidos de SEQ
ID NO: 24 e a sequéncia CDR3 da regido variavel de
cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 73; ou
(c) a sequéncia CDR3 da regido wvariavel de cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ
ID NO: 28 e a sequéncia CDR3 da regido varidvel de
cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 77.

4. O anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a antigénio de

qualguer uma das reivindicagdes 1 a 3, que compreende:
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(a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 9, wuma CDRZ da regiao
varidvel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
21, uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 32, uma CDR1 da regiao
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
59, uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 70 e uma CDR3 da regido
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
81;

(b) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 1, wuma CDR2 da regiéo
varidvel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
13, uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 24, uma CDR1 da regiéo
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
51, uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 62 e uma CDR3 da regiédo
varidvel de cadeia leve gue compreende a SEQ ID NO:
73; ou

(c) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 5, wuma CDR2 da regiéo
varidvel de cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO:
17, uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada que
compreende a SEQ ID NO: 28, wuma CDR1 da regiéo
varidvel de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO:
55, uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve que
compreende a SEQ ID NO: 66 e uma CDR3 da regido
varidvel de cadeia leve que compreende a SEQ ID NO:
77 .

5. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio da
reivindicacdo 1 ou 2, que compete pela ligacado a IP-10 com

o anticorpo da reivindicacdo 4 ou que se liga ao mesmo
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epitopo na IP-10 que o anticorpo da reivindicacédo 4.

6. Um imunoconjugado que compreende o anticorpo ou porcgao
de ligacgdo a antigénio de qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 4 1ligados a um agente terapéutico, tal como uma

citotoxina ou isdétopo radioativo.

7. Uma molécula biespecifica que compreende o anticorpo
ou porgcdo de ligagdo a antigénio de qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 4, ligada a uma segunda fracdo funcional
que tem uma especificidade de ligacdo diferente do que o

dito anticorpo ou porcgédo de ligacdo a antigénio.

3. Uma composicado que compreende o anticorpo ou porcgao de
ligagdo ao antigénio de qualguer uma das reivindicagdes 1 a
4, o inmunoconjugado da reivindicagdo 6 ou a molécula
biespecifica da reivindicacao 7, e um portador

farmaceuticamente aceitéavel.

9. Uma molécula de &cido nucleico isolada que codifica o
anticorpo ou porcado de ligacdo a antigénio de qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 4, ou um vector de expressdao que
compreende o dito &cido nucleico, ou uma célula hospedeira

que compreende o referido vector de expressao.

10. Um ratinho transgénico gque compreende os transgenes de
cadeia pesada e leve de imunoglobulina humana, em que o
ratinho expressa o) anticorpo de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, ou um hibridoma preparado a partir do
dito ratinho em que o hibridoma produz o ©referido

anticorpo.

11. Um anticorpo ou porcdo de 1ligagdo a antigénio de
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 para utilizacdo num

método para o tratamento de uma doenca inflamatdria ou
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autoimune.

12. Um anticorpo ou porcdo de 1ligagcdo a antigénio da
reivindicagdo 11 para utilizacdo num método para o
tratamento da reivindicacao 11, em que a doenca ¢é
selecionada a partir de esclerose multipla, artrite
reumatide, doenca inflamatdéria do intestino (por exemplo,
colite wulcerativa, doenca de Crohn), 1luUpus eritematoso
sistémico, diabetes do tipo I, transtornos inflamatdrios da
pele (por exemplo, psoriase, 1liquen plano), doenca da
tirdide autoimune (por exemplo, doenca de Graves,
tireoidite de Hashimoto), sindrome de Sjogren, inflamacéo
pulmonar (por exemplo, asma, doenca pulmonar obstrutiva
crénica, sarcoidose pulmonar, alveolite linfocitica),
rejeicédo de transplantes, 1lesdo medular, lesdo cerebral
(por exemplo, acidente vascular cerebral), doencas
neurodegenerativas (por exemplo, doenga de Alzheimer,
doenca de Parkinson), gengivite, inflamacd&o induzida por
terapéutica génica, doencas da angiogénese, doenca
inflamatéria do rim (por exemplo, nefropatia por Iga,
glomerulonefrite membranoproliferativa, glomerulonefrite de

rdpida progressdo) e aterosclerose.

13. Um anticorpo ou porcdo de 1ligagdo a antigénio de
qualguer das reivindicagbes 1 a 4 para utilizacd&o num
método para o tratamento de uma infecdo bacteriana ou viral

que envolve uma atividade de IP-10 indesejada.

14. Um anticorpo ou porcao de 1ligagao a antigénio da
reivindicagdo 13 para utilizagcdo num método para o
tratamento da reivindicacdo 13, em que a infecdo viral ¢é
mediada por virus da imunodeficiéncia humana (VIH), wvirus
da hepatite C (HCV), virus herpes simplex tipo I (HSV-1) ou

o virus da Sindrome Respiratdéria Aguda Severa (SARS).
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15. Um método para preparar o anticorpo ou porcgdo de
ligagdo a antigénio como definido na reivindicacdo 1, gue
compreende:
(a) proporcionar:
(i) uma sequéncia de anticorpo da regido varidvel
de cadeia pesada compreendendo uma sequéncia CDR1
que é selecionada a partir das SEQ ID NOs: 5, 9 e
1, uma sequéncia CDR2 que ¢é selecionada a partir
das SEQ ID NOs: 17, 21 e 13; e uma sequéncia CDR3
que é selecionada a partir das SEQ ID NOs: 28, 32 e
24; ou
(ii) uma sequéncia de anticorpo da regido variéavel
de cadeia leve compreendendo uma sequéncia CDR1
selecionada a partir das SEQ ID NOs: 55, 59 e 51,
uma sequéncia CDR2 selecionada a partir das SEQ ID
NOs: 66, 70 e 62 e uma sequéncia CDR3 selecionada a
partir das SEQ ID NOs : 77, 81 e 73;
(b) alterar pelo menos um residuo de aminoédcido
dentro da sequéncia de anticorpo da regido variéavel
de cadeia pesada e/ou da sequéncia de anticorpo da
regido varidvel de cadeia leve para criar, pelo
menos, uma sequéncia de anticorpo alterada; e
(c) expressar a sequéncia de anticorpo alterada como

uma proteina.

Lisboa, 18 de Maio de 2015
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FIGURA 10B
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FIGURA 11A

VH 1304 antiP1n

segmente ¥ 461
megmenta . H5S

v | 8§ L ¥ X P 8 B T o
kS mmcmmmmmmm&mcmmmmmmmm

w LAz B 18 0.8 8 v o3 S 8 D Y ¥ W
: s W ¥ R Q P P & K G L B W I & N I ¥

COR2

r N ¥ ¥ ®

a 8 H $ L % 8 I8
GG AGC ATD: AAC TAD ARD OCC YOO ¢ ANG AGT COA ¢

T
> ACC ATA TCR

gg

8
ot~ g

gx‘f
*‘3

163

T § K M 9 ® S L K L 5 85 Vv % & &
* ACG TCC AAC ARC CAG TIC TCC TG AAS OO AGC TUT QTG ACC GOT GCG

gu

b
T oTR

5 T K v ¥ ¥ e AR S 8 & T ¥ v”gf'"”;;” ¥
211 GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGY 4O AGA GG GO GHT ACT G0 GTT OGS SGA ATT

CORY

: X ¥ ¥ g P ¥ ¥ OB 9 & T 7T ¥
IV ATC ORT TAC TAC TAC TALTACIRGT ATC GAC OTC 106G OGC CAR GGG ACT ACH GYC

¥19  ACC GIC TCC TCA



EP2383295B1
22/30

FIGURA 11B

VK 13C4 antiis1d

segmenteV: X337
seamentod: gRE

BT N L % 8 P oW oO® L8 ‘LS Fo@o® R
X GAA ATT GTG TIG ACG CAG TCT COA OG0 AST CTG ICT TIV TCT CCA GGG GAA AGA

A T L 8 © R A S @ S ¥ S 8 § ¥ L A W
55 GO ATC ORC 70 TOC 260 GOC AGT CM ADY OTT MGC AGC MGC TAC TTA GOC 06
¥ & 6 R P B 8 A ® R L L Tt'¥Y o A 8 8
109 TAC CAG CAG AAA CCT GGC CAG GOF CCC AGS O CTC ATC TAT GO GCA T6C AGS

TR
R % T ¢ X ® B R F OS5 ® B .& & 6 T D ¥
153 AGG CCC ALY GO AP0 COK GAL AGG TIC ACT QOC AGT CRG IUT GG AUA 'GAC TIC

: R B B ® F A OvY oY ¥ g g
317 ACT ©TC ACC ATC AGC AGA CTG GAG CCT GAA GAT TTT GCA GIG TAT TAC TGT CAS

e % ® E T ¥ 5 % 8 T K L B I
frle g SRR o 1o 3 O % mmmm&m&mmmw TR GCG ACC ARS 096 GAG AT

IS RAR



23/30

EP2383295B1

Zh vnoi

N8

BoE e Bw e e R R D w
A e e R e e % 5Y y
e e e e e e e A ¥
e R R o R e BRI 8

£
¥
33
¥
£

e o R e T R B R

P HAAAD KL EE

& E¥0

e
w2
=
&
B

B
Lo]
o
o
=

g3
CARBLIEISE BRI SE ~ €

¥
o

R

Py

YR
¥

(3
8t
%

TR

¥
t
o

*

BB
B3-S S
LI SRR N
50
23
B O

S R e R R R e e e e e e e R e b R e e B
B N e Beme

e e L e e e A.\l{lélﬂl .ﬂaﬂ

A R e e el e e N.duwu..n

A e e B A T R R R R4

% #e2

$
8]
bS
T
E3
*
3
¥
X
S
£s
¥
%
3.
3
¥.
L3
3
2
3

R i e R r:&w
KDL BAELED AL

AR e R e

T

L o




4

S

32
X

DHEOCEDD

24/30

(poeE

EP2383295B1

585434 Ha 0785

e e

A YD AR AN I BAYRLIERND T A wymnusbaupige.g

b

0 M
Bl
3
€

£803

B T T § mm‘w
. ; .” n,m i e e w ig QN&W
BOL8IAYARATODHEDAY womumbaf 0f-

T g AR R g R A R A A T T ey A A e e e A e g Q)ﬂmw
BALIBBYYOETEI58040DAADDDEEATDAD wwmnunbuy [ gi-¢

Mﬂ;ii‘..\.t‘i‘.ii.wol.«.nYk...17\.!@‘55».«\!.-(,.&‘\%&&\&3”3,!(css. Mg“hm



EP2383295B1

25/30

1 vanoid

EEALATLODD

BEOD O S I AN ~» % v omie vs s e e e e e

mwwwms,@&amﬁ&ammkwﬂwn

£

\l,«ti‘i.;o&ls..ii.ii.v.ltmipi#.iiit

Hapdw@mmmmwmwn " CDARIIDHMIT

. L3

A e e F w.m . e e e et T e e i e
DIMASLAGADSONDSINTSADAANAT
TEIs

BADAEARD HA %0E

1
§
%
¥

3
+
%

Y080

an

Tewan

. s HA B¢

0% 8 saponsfiogu 18-5

g4
¥
%

BA ¥0€
4 A8 ompaushoguy L3575

@ A 2 AUt vy .mm m



26/30

EP2383295B1

gL VENold

mpﬁ.baﬁmwwabasumwwwwmnmwmbbpwwm;-..»a:;;-. ;;;;; 1Ba POEL
wmwwmwmaaxﬁhmmw eapeauuab B 19-%

EMOD

Boom e - A ¥OET
aw‘nmmazwmhm&mmﬁbmwM@mmawmﬁm@mw.«ewwwmkmam&@m senpemnnaieguy 139
23 :

G T S R T el S S Sk SR JUnl St SRl SEET A BRSO S S e s P, SRR g S ORI K, S

X

l.lii!lﬂ!‘ﬂﬂ‘i?‘i)ki.!,l?lf!tﬂ\!l.‘,,!
DREINSBHAIESDSEAED ;mhwuHQmasmmmxbmmmmmmmaaa@uééégéﬁm
THAD

&




EP2383295B1

27/30

PO R

Mae

Al e

PIET

54014

249

84y

ﬂ&ﬂ

ar

soneviuieD ey LEX

BAUBGILOE LY LYY

SARRUBIOE B L2y



EP2383295B1

28/30

k]
oo
&

L4 venold

1

o

¥
#
X
§

i

-

EPS

-

-

AL A

i

-

+

.

.

X

W

e

-

T3%389487%

£¥e 8

¥
k
¢ %
T

3
3

3
¢
¥

¥

£

¥

w2

t

3

*
3

1

548
gigs
18T
AUl vauy 9T

848
4183
prgpviial sy 9%

44y

o1Eg

13T

eARRURLSS Bou 87T



EP2383295B1

29/30

81 YHNDId

LODBALH-F -0~~~ = == == ==
dASNABVDAALIYA
(0]

R e e e e e e R e e e e e

mmmmmmmmmmhm > 818 8% 48X

7&1;:1«‘....a«f.»o»ri.!l.ﬂ.v{('.lli

YITYS881008BYE2LILABADA
ke

gqg4a4b

177%

Sv 8

1

18

28

S8
Fo

dYADAAD

4804

I

4 A
¥

i
i

oz

I

% A P

2 TEA BOT
I ‘eappuch eyuy 517

-  tdA poe
B wapeuasd eguy 817

g S¥A $DE
Y eapmuiiet sy BT



EP2383295B1

30/30

‘
3
4

£

¥

¥

$

o

6L YHNOid

L AH

i

§

i

3

18

3

i

¥

§
3

E
§

O3

i

A OIO0L

YA GIDL

AA DISL

eaeuiusat eyuy ST

¥A 01DL -




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

