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RESUMO
ANTICORPOS ANTI-TNF, COMPOSICOES, METODOS E UTILIZAGOES

A presente invencdo refere-se a, pelo menos, um novo anticorpo
anti-TNF, incluindo &cidos nucleicos isolados que codificam,
pelo menos, um anticorpo anti-TNF, TNF, vetores, células
hospedeiras, animais ou plantas transgénicos e métodos de
preparacdo e sua utilizacdo, incluindo composicdes terapéuticas,

métodos e dispositivos.



DESCRICAO

ANTICORPOS ANTI-TNF, COMPOSICOES, METODOS E UTILIZAGOES

A presente invencdo refere-se a anticorpos especificos para a

proteina fator de necrose tumoral alfa (TNF).

TECNICA RELACIONADA

O TNF alfa é um homotrimero soltvel de subunidades de proteina
de 17 kD (Smith et al., J. Biol. Chem. 262:6951-6954 (1987)).
Existe, também, uma forma precursora membranar de 26 kD do TNF
(Kriegler et al., Cell 53:45-53 (1988)). Para revisdes do TNF,
ver Beutler et al., Nature 320:584 (1986); 01d, Science 230:630
(1986); e Le et al., Lab. Invest. 56:234 (1987).

As células, excetuando mondécitos ou macrdédfagos, produzem,
também, TNF alfa. Por exemplo, as linhas celulares tumorais né&o
monociticas humanas produzem TNF alfa (Rubin et al., J. Exp.
Med. 164:1350 (1986); Spriggs et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:6563 (1987)). Os linfécitos T de sangue periférico CD4' e CD8”
e algumas linhas de células T e B cultivadas (Cuturi et al., J.
Exp. Med. 165:1581 (1987); Sung et al., J. Exp. Med. 168:1539
(1988); Turner et al., Eur. J. Immunol. 17:1807-1814 (1987))

produzem, também, TNF alfa.

O TNF alfa causa acdes prdé-inflamatdrias que resultam em lesédo
tecidular, tais como degradacéo de cartilagem e 0ss0o
(Saklatvala, Nature 322:547-549 (1986) ; Bertolini, Nature
319:516-518 (1986)), inducdo de moléculas de adesdo, inducdo de
atividade pré-coagulante em células endoteliais vasculares

(Pober et al., J. Immunol. 136:1680 (1986)), aumentando a



aderéncia de neutrdéfilos e linfdécitos (Pober et al., J. Immunol.
138:3319 (1987)) e estimulando a libertacdo de fator de ativacéo
plaquetdrio a partir de macrdéfagos, neutrdfilos e células
endoteliais wvasculares (Camussi et al., J. Exp. Med. 166:1390

(1987)) .

Provas recentes associam o TNF alfa com infecdes (Cerami et al.,
Immunol. Today 9:28 (1988)), disturbios imunitdrios, patologias
neoplésicas (0liff et al., Cell 50:555 (1987)), patologias auto-
imunes e patologias enxerto-versus-hospedeiro (Piguet et al., J.
Exp. Med. 166:1280 (1987)). A associacdo de TNF alfa com o
cancro e patologias infecciosas esté, frequentemente,
relacionada com o estado catabdlico do hospedeiro. Os doentes de
cancro sofrem de perda de ©peso, habitualmente associada a

anorexia.

0O extenso enfraquecimento que estd associado ao cancro e outras
doencas ¢é conhecida como “caquexia” (Kern et al., J. Parent.
Enter. Nutr. 12:286-298 (1988)). A caquexia inclui perda de peso
progressiva, anorexia e erosdo persistente de massa corporal
magra em resposta a um crescimento maligno. O estado caquético
provoca muita morbidade e mortalidade de cancro. Existem provas
de que o TINF alfa estd envolvido na cagquexia no cancro,
patologia infecciosa e outros estados catabdlicos (ver, e. g.,

Beutler e Cerami, Ann. Rev. Immunol. 7:625-655 (1989)).

Pensa-se que o TNF alfa desempenha um papel central na sepsia
gram-negativa e choque endotéxico (Michie et al., Br. J. Surg.
76:670-671 (1989); Debets et al., Second Vienna Shock Forum, p.
463-466 (1989); Simpson et al., Crit. Care (Clin. 5:27-47
(1989)), dincluindo febre, mal-estar, anorexia e caquexia. A
endotoxina ativa fortemente a producdo de mondcito/macrbdfago e

secrecdo de TNF alfa e outras citoquinas (Kornbluth et al., J.



Immunol. 137:2585-2591 (1986)). O TNF alfa e outras citoguinas
derivadas de mondcitos medeiam as respostas metabdlicas e neuro-
hormonais a endotoxina (Michie et al., New FEngl. J. Med.
318:1481-148¢6 (1988)) . A administracéao de endotoxina a
voluntdrios humanos produz doenca aguda com sintomas semelhantes
a gripe, incluindo febre, tagquicardia, taxa metabdlica aumentada
e libertacdo de hormona do stress (Revhaug et al., Arch. Surg.
123:162-170 (1988)). Em doentes que sofrem de sepsia Gram-
negativa, o TNF alfa em circulacdo aumenta (Waage et al., Lancet
1:355-357 (1987); Hammerle et al., Second Vienna Shock Forum, p.
715-718 (1989); Debets et al., Crit. Care Med. 17:489-497
(1989); Calandra et al., J. Infect. Dis. 161:982-987 (1990)).

Deste modo, o TNF alfa foi implicado em doencas inflamatdrias,
doencas autoimunes, infecdes virais, bacterianas e parasiticas,
malignidades e/ou doencas neurogenerativas e é um alvo Gtil para
a terapia bioldbgica especifica em doencas, tais como artrite
reumatoide e doenca de Crohn. Os efeitos benéficos em ensaios
abertos, com um anticorpo monoclonal quimérico para TNF alfa
(cA2) foram referidos com supressdo de inflamacdo e com novo
tratamento bem-sucedido apds recidiva em artrite reumatdide
(Elliott et al., Arthritis Rheum. 36:1681-1690 (1993); e Elliott
et al., Lancet 344:1125-1127 (1994)) e na doenca de Crohn (Van
Dullemen et al., Gastroenterology 109:129-135 (1995)). Foram,
também, referidos resultados benéficos num ensaio controlado por
placebo aleatédrio, duplamente cego, com cA2 em artrite
reumatoide com supressdo de inflamacdo (Elliott et al., Lancet
344:1105-1110 (1994)). Anticorpos para um material “modulador”
que foi caracterizado como caquetina (que se verificou mais
tarde ser idéntico ao TNF) foram divulgados por Cerami et al.
(Publicacdo de Patente EPO 0212489, 4 de Marco de 1987). Foi
referido que tais anticorpos eram Uteis em imunoensaios de

diagnéstico e na terapia do choque em infecbdes Dbacterianas.



Rubin et al. (Publicacdo de Patente EPO 0218868, 22 de Abril 22
de 1987) divulgaram anticorpos monoclonais para o TNF humano, os
hibridomas segregando tais anticorpos, métodos de producido de
tais anticorpos e a utilizacédo de tais anticorpos em
imunoensaios de TNF. Yone et al. (Publicacdo de Patente EPO
0288088, 26 de Outubro de 1988) divulgaram anticorpos anti-TNF,
incluindo mAb e sua utilidade em imunoensaio de diagndstico de
patologias, em particular a patologia de Kawasaki e infecéo
bacteriana. Foi referido que os fluidos corporais de doentes com
a patologia de Kawasaki (sindrome febril aguda infantil de
nédulo linfatico mucocutédneo; Kawasaki, T., Allergy 16:178
(1967) ; Kawasaki, T., Shonica (Pediatrics) 26:935 (1985))
continham niveis elevados de TNF que estavam relacionados com a

progressdo da patologia (Yone et al., supra).

Outros investigadores descreveram mAb especificos para o TNF
humano recombinante que tinham atividade neutralizante in vitro
(Liang, C-M. et al. (Biochem. Biophys. Res. Comm. 137:847-854
(1986); Meager, A. et al., Hybridoma 6:305-311 (1987); Fendly et
al., Hybridoma 6:359-369 (1987); Bringman, T.S. et al.,
Hybridoma 6:489-507 (1987); Hirai, M. et al., J. Immunol. Meth.
96:57-62 (1987); Moller, A. et al. (Cytokine 2:162-169 (1990)).
Alguns destes mAb foram utilizados para mapear epitopos de TNF
humano e desenvolver imunoensaios enzimdticos (Fendly et al.,
supra; Hirai et al., supra; Moller et al., supra), e auxiliar na
purificacdo de TNF recombinante (Bringman et al., supra).
Contudo, estes estudos ndo proporcionam uma base para a producdo
de anticorpos neutralizantes de TNF que possam ser utilizados
para o diagndéstico in vivo ou utilizag¢des terapéuticas em
humanos, em virtude da imunogenicidade, auséncia de

especificidade e/ou adequacdo farmacéutica.



Foi demonstrado que os antissoros ou mAb neutralizantes para TNF
em mamiferos, excetuando o homem, suprimem as alteracdes
fisioldgicas adversas e previnem a morte apds estimulo letal em
endotoxemia e bacteriemia experimental. Este efeito foi
demonstrado, e. g., em ensaios de letalidade de roedor e em
sistemas de modelos de patologia de primatas (Mathison, J.C. et
al., J. Clin. Invest. 81:1925-1937 (1988); Beutler, B. et al.,
Science 229:869-871 (1985); Tracey, K.J. et al., Nature 330:662-
664 (1987); Shimamoto, Y. et al., Immunol. Lett. 17:311-318
(1988); Silva, A.T. et al., J. Infect. Dis. 162:421-427 (1990);
Opal, S.M. et al., J. Infect: Dis. 161:1148-1152 (1990) ;
Hinshaw, L.B. et al., Circ. Shock 30:279-292 (1990)).

Os putativos loci de ligacdo do recetor de hTNF foram divulgados
por Eck e Sprang (J. Biol. Chem. 264(29), 17595-17605 (19289),
que identificaram os loci de ligacdo do recetor de TNF-a como
consistindo de aminoacidos 11-13, 37-42, 49-57 e 155-157. O
pedido PCT W091/02078 (data de prioridade de 7 de Agosto de
1989) divulga ligandos de TNF qgue se podem ligar a anticorpos
monoclonais tendo o0s seguintes epitopos: pelo menos um de 1-20,
56-77 e 108-127; pelo menos dois de 1-20, 56-77, 108-127 e
138-149; todos de 1-18, 58-65; 115-125 e 138-149; todos de 1-18,
e 108-128; todos de 56-79, 110-127 e 135- ou 136-155; todos de
1-30, 117-128 e 141-153; todos de 1-26, 117-128 e 141-153; todos
de 22-40, 49-96 ou -97, 110-127 e 136-153; todos de 12-22, 36-
45, 96-105 e 132-157; todos de tanto 1-20 como 76-90; todos de
22-40, ©69-97, 105-128 e 135-155; todos de 22-31 e 146-157; todos
de 22-40 e 49-98; pelo menos um de 22-40, 49-98 e 69-97, ambos
de 22-40 e 70-87. O documento WO 97/291131 divulga anticorpos
humanos que se ligam a TNFoa humano. Diz-se que os anticorpos tém
uma elevada afinidade para o TNFa humano (Kgq de 10° M ou

inferior); uma velocidade de saida lenta para a dissociacdo de



TNFa humano (Koe¢ de 1077 seg™™ ou inferior) e sdo capazes de

neutralizar a atividade de TNFo humano in vitro e in vivo.

Os anticorpos (MAb) e fragmentos (e. g., digestdo proteolitica
ou os seus produtos proteicos de fus&o) ndo humanos, de
mamifero, quiméricos, ©policlonais (e. g., antissoros) e/ou
monoclonais sdo potenciais agentes terapéuticos que estdo a ser,
em alguns casos, investigados para tentar tratar determinadas
doencas. Contudo, tais anticorpos ou fragmentos podem deduzir
uma resposta imunitédria quando administrados a humanos. Uma tal
resposta imunitdria pode resultar numa depuracdo, mediada por
complexos imunitérios, dos anticorpos ou fragmentos da
circulacdo e tornar a administracdo repetida desadequada para
terapia reduzindo, desse modo, o beneficio terapéutico para o
doente e limitando a readministracdo do anticorpo ou fragmento.
Por exemplo, a administracéo repetida de anticorpos ou
fragmentos compreendendo porg¢des ndo humanas pode conduzir a
doenca do soro e/ou anafilaxia. Para evitar estes e outros
problemas, foi tomado um determinado nuUmero de abordagens de
modo a reduzir a imunogenicidade de tais anticorpos e as suas
porcdes, incluindo a gquimerizacdo e humanizacdo, como ¢é bem
conhecido na técnica. Contudo, estas e outras abordagens podem
ainda resultar em anticorpos ou fragmentos tendo alguma
imunogenicidade, baixa afinidade, baixa avidez ou com problemas
em cultura celular, aumento de escala, producdo e/ou baixos
rendimentos. Deste modo, tais anticorpos ou fragmentos podem ser
menos que idealmente adequados para a preparacdo ou utilizacéo

como proteinas terapéuticas.

Consequentemente, existe uma necessidade para proporcionar
anticorpos ou fragmentos anti-TNF que superem um ou mais destes
problemas, assim como melhoramentos em relacdo a anticorpos

conhecidos ou os seus fragmentos.



SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencgdo proporciona anticorpos anti-TNF isolados
humanos, de primata, de roedor, de mamifero e/ou quiméricos,
composicdes de anticorpos anti-TNF, codificando dcidos
nucleicos, vetores, composicdes de células hospedeiras e as suas
utilizacdes, como aqui descrito e possibilitado, em combinacéo

com aquilo gue é conhecido na técnica.

O anticorpo de acordo com a presente invencdo é um anticorpo

compreendendo:

as regides determinantes de complementaridade de cadeias pesadas
(CDR) e regibdes de estrutura varidveis (FR) de mAb TNV148 como

descritas na Figura 4; e

as CDR de cadeias leves e FR varidveis de mAb TNV 148 como

descritas na Figura 5;

opcionalmente compreendendo, adicionalmente, a substituicéao
egspecificada de prolina em serina em FR3 de mAb TNV148B como
descrita na Figura 4. Um anticorpo da invencdo pode ser derivado
de qualquer mamifero, tais como mas nédo limitado a humano,
murganho, coelho, rato, roedor, primata ou qualquer sua
combinacdo e semelhantes. A ©presente invencgdo proporciona,
também, uma molécula de &acido nucleico isolada compreendendo um
polinuclebétido codificando o anticorpo de acordo com a presente
invencao; um vetor recombinante compreendendo a referida
molécula de &acido nucleico; uma célula hospedeira compreendendo
a referida molécula de &cido nucleico ou referido vetor; uma
composicdo compreendendo o referido anticorpo e um veiculo ou
diluente farmaceuticamente aceitédvel; e referido anticorpo ou

composicéo para utilizacéo em diagndstico ou terapia,



particularmente para utilizacdo no tratamento de uma doenca

imunitéria.

A presente descricdo divulga moléculas de é&acidos nucleicos
isoladas compreendendo, complementares ou hibridando a um
polinucledtido codificando anticorpos anti-TNF especificos
compreendendo, pelo menos, uma sequéncia especificada, dominio,
porcédo ou seu variante. A presente descricéo divulga
adicionalmente vetores recombinantes compreendendo as referidas
moléculas de 4&cidos nucleicos de anticorpos anti-TNF, células
hospedeiras contendo tais acidos nucleicos e/ou vetores
recombinantes, assim como métodos de preparacdo e/ou utilizacdo
de tais A&cidos nucleicos de anticorpos, vetores e/ou células

hospedeiras.

Pelo menos um anticorpo da invencdo liga-se a, pelo menos, um
epitopo especificado, especifico para, pelo menos, uma proteina
TNF, subunidade, fragmento, porcdo ou qualquer sua combinacéo.
0, pelo menos um, epitopo pode compreender, pelo menos, uma
regido de ligacdo de anticorpo que compreende, pelo menos, uma
porcdo da referida proteina, epitopo que €&, de um modo
preferido, compreendido por, pelo menos, 1-5 aminodcidos de,
pelo menos, uma sua porcdo, tais como mas ndo limitada a, pelo
menos, um dominio funcional, extracelular, soltvel, hidrdéfilo,
externo ou citoplasmdtico da referida proteina ou gqualquer sua

porcao.

A presente invencdo proporciona, também, pelo menos, um
anticorpo anti-TNF isolado, como aqui descrito, em dgque o
anticorpo tem, pelo menos, uma atividade, tais como mas néo
limitada a inibicdo de moléculas de adesdo celular induzidas por
TNF, inibicdo da 1ligacdo de TNF ao recetor, Melhoramento de

indice artritico em modelo de murganho (ver, e. g., Exemplos



3-7). Um (o) anticorpo anti-TNF pode, deste modo, ser rastreado
para uma atividade correspondente de acordo com métodos
conhecidos, tal como mas ndo limitados a, pelo menos, uma

atividade bioldgica para uma proteina de TNF.

A presente descricdo divulga, também, pelo menos, um método para
a expressdo de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF, numa célula
hospedeira, compreendendo o cultivo de uma célula hospedeira,
como aqui descrito, sob condigcdes em que, pelo menos, um
anticorpo anti-TNF ¢ expresso em quantidades detetéaveis e/ou

recuperaveis.

A presente descricdo divulga, também, pelo menos, uma composicéo
compreendendo (a) um anticorpo anti-TNF isolado codificando
dcido nucleico e/ou anticorpo como aqui descrito; e (b) um
veiculo ou diluente adequado. O veiculo ou diluente pode,
opcionalmente, ser farmaceuticamente aceitédvel, de acordo com
veiculos ou diluentes conhecidos. A composicao pode,
opcionalmente, compreender adicionalmente, pelo menos, um

composto, proteina ou composicdo adicional.

A presente descricdo divulga adicionalmente, pelo menos, um
método ou composicdo de anticorpo anti-TNF, para a administracéo
de uma quantidade terapeuticamente eficaz, de modo a modular ou
tratar, pelo menos, um estado relacionado com TNF numa célula,
tecido, 6érgdo, animal ou doente e/ou, antes de, subsequente a ou
durante um estado relacionado, como conhecido na técnica e/ou

como aqui descrito.

A presente descricéo divulga, também, pelo menos, uma
composicdo, dispositivo e/ou método de distribuicdo de uma
quantidade terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de, pelo

menos, um anticorpo anti-TNF, de acordo com a presente invencéo.

10



A presente descricdo divulga adicionalmente, pelo menos, um
método ou composicdo de anticorpo anti-TNF, para o diagndstico
de, pelo menos, um estado relacionado com TNF numa célula,
tecido, érgdo, animal ou doente e/ou, antes de, subsequente a ou
durante um estado relacionado, como conhecido na técnica e/ou

como aqui descrito.

A presente descricéo divulga, também, pelo menos, uma
composicdo, dispositivo e/ou método de distribuicdo para o
diagnéstico de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF de acordo com

a presente invencdo.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra uma representacdo grafica mostrando um ensaio
para capacidade de mAb TNV em sobrenadantes celulares de
hibridoma para inibicdo da ligacdo de TNFVY a recetor de TNF
recombinante. Quantidades varidveis de sobrenadantes celulares
de hibridoma contendo gquantidades conhecidas de mAb TNV foram
pré-incubadas com uma concentracdo fixa (5 ng/mL) de TINFV

marcado com 2°T.

A mistura foi transferida para Optiplates de 96
pocos que tinham sido anteriormente revestidas com p55-sf2,

recetor de TNF recombinante/proteina de fusdo de IgG. A
gquantidade de TNFV que se ligou ao recetor p55 na presenca dos
mAb foi determinada apdbdés lavagem do material ndo ligado e
contagem utilizando um contador gama. Embora fossem testadas
oito amostras de mAb TNV nestas experiéncias, para simplicidade
trés dos mAb que se demonstrou, por andlises de segquéncias de
ADN, serem idénticos a um dos outros mAb TNV (ver a Seccéado
5.2.2) ndo sdo aqui mostrados. Cada amostra foi testada em
duplicado. Os resultados mostrados sdo representativos de duas

experiéncias independentes.
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A Figura 2 mostra sequéncias de ADN das regides variaveis de
cadeias pesadas de mAb TNV. O gene de linha germinal mostrado é
o gene DP-46. “INV” indica dque a sequéncia mostrada ¢& a
sequéncia de TNV14, TNV15, TNV148 e TNV196. Os primeiros trés
nucledétidos na sequéncia TNV definem o coddo de iniciacdo de
traducdo Met. Os pontos nas sequéncias génicas de mAb TNV
indicam gque o nucledétido é o mesmo que na sequéncia de linha
germinal. Os primeiros 19 nucledtidos (sublinhados) das
sequéncias de TNV correspondem ao oligonucledtido utilizado para
amplificar por PCR a regido variavel. Uma traducdo de aminoécido
(abreviaturas de uma Unica letra) comecando com o mAb maduro é
mostrada apenas para o gene de linha germinal. Os trés dominios
de CDR na traducdo de aminodcido de linha germinal estéo
marcados em negrito e sublinhados. As linhas marcadas TNV148 (B)
indicam que a sequéncia mostrada pertence a TNV148 e TNV148B. As
lacunas na sequéncia de ADN de linha germinal (CDR3) devem-se ao
facto de a sequéncia nédo ser conhecida ou ndo existir no gene de
linha germinal. As cadeias pesadas de mAb TNV utilizam a regiéo

de ligacdo Jb.

A Figura 3 mostra sequéncias de ADN das regides variaveis de
cadeias leves de mAb TNV. O gene de linha germinal mostrado é um
membro representativo da familia Vg/38K dos genes da regido
variadvel de linha germinal capa humana. Os pontos nas sequéncias
génicas de mAb TNV indicam gque o nucledétido é o mesmo gue na
sequéncia de linha germinal. Os primeiros 16 nucledtidos
(sublinhados) das sequéncias de TNV correspondem ao
oligonucledétido utilizado para amplificar por PCR a regiéo
varidvel. Uma traducdo de aminodcido do mAb maduro (abreviaturas
de uma Unica letra) ¢é mostrada apenas para o gene de linha
germinal. Os trés dominios de CDR na traducdo de aminocdcido de
linha germinal estdo marcados em negrito e sublinhados. As

linhas marcadas TNV148(B) indicam que a sequéncia mostrada
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pertence a TNV148 como TNV148B. As lacunas na sequéncia de ADN
de linha germinal (CDR3) devem-se ao facto de a sequéncia néo
ser conhecida ou ndo existir no gene de linha germinal. As

cadeias leves de mAb TNV utilizam a sequéncia de ligacdo J3.

A Figura 4 mostra sequéncias de aminoédcidos deduzidas das
regides variédveis de cadeias pesadas de mAb TNV. As sequéncias
de aminoadcidos mostradas (abreviaturas de uma Unica letra) foram
deduzidas de sequéncias de ADN determinadas a partir de produtos
de PCR ndo clonados e produtos de PCR clonados. As sequéncias de
aminodcidos s&do mostradas ©particionadas na sequéncia sinal
secretdria (sinal), estrutura (EW) e dominios de regido
determinante de complementaridade (CDR) . A sequéncia de
aminoadcidos para o gene de linha germinal DP-46 ¢é mostrada na
linha de topo para cada dominio. Os pontos indicam que o
aminodcido no mAb TNV ¢é idéntico ao gene de linha germinal.
TNV148 (B) indica que a sequéncia mostrada pertence tanto a
TNV148 como TNV148B. Os TNV indicam que a sequéncia mostrada
pertence a todos os mAb TNV, a ndo ser gue uma sequéncia
diferente seja mostrada. O tracejado na sequéncia de linha
germinal (CDR3) indica que as sequéncias ndo sdo conhecidas ou

ndo existem no gene de linha germinal.

A Figura 5 mostra sequéncias de aminoadcidos deduzidas das
regides variaveis de cadeias leves de mAb TNV. As sequéncias de
aminocadcidos mostradas (abreviaturas de uma UuUnica letra) foram
deduzidas de sequéncias de ADN determinadas a partir de produtos
de PCR n&o clonados e de produtos de PCR clonados. As sequéncias
de aminoédcidos sdo mostradas particionadas na sequéncia sinal
secretdria (sinal), estrutura (EW) e dominios de regiao
determinante de complementaridade (CDR) . A sequéncia de
aminocadcidos para o gene de linha germinal de cadeia leve de tipo

Vg/38K ¢ mostrada na linha de topo para cada dominio. Os pontos
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indicam que o aminocdcido no mAb TNV é idéntico ao gene de linha
germinal. TNV148(B) indica que a sequéncia mostrada pertence a
TNV148 e TNV148B. “Tudo” indica que a sequéncia mostrada
pertence a TNV14, TNV15, TNV148, TNV148B e TNV1g86.

A Figura 6 mostra ilustracdes esquemdticas dos plasmideos de
expressdo das cadeias pesadas e leves utilizados para preparar
as células C466 expressando rTNV148B. O pl783 & o plasmideo de
cadeia pesada e pl776 é o plasmideo de cadeia leve. 0Os dominios
de codificacdo da regido variadvel e constante de rTNV148B sé&o
mostrados como caixas pretas. 0s estimuladores de imunoglobulina
nos 1intrdes J-C sdo mostrados <como caixas <cinzentas. Sé&o
mostrados sitios de restricdo relevantes. Os plasmideos séo
mostrados orientados de modo a que a transcricdo dos genes Ab
prossiga numa direcdo no sentido dos ponteiros do reldgio. O
plasmideo pl783 tem 19,53 kb em comprimento e o plasmideo pl776
tem 15,06 kb em comprimento. As sequéncias nucleotidicas
completas de ambos os plasmideos sdo conhecidas. A sequéncia
codificante de regido varidvel em pl783 pode ser facilmente
substituida com outra sequéncia de regido variadvel de cadeia
pesada por substituicdo do fragmento de restricdo BsiWI/BstBI. A
sequéncia codificante de regido variavel em pl776 pode ser
substituida com outra sequéncia de regido variavel @ por

substituicdo do fragmento de restricdo SalIl/Af1II.

A Figura 7 mostra a representacdo grafica de andlises de curvas
de crescimento de cinco linhas celulares produzindo rTNV148B. As
culturas foram iniciadas no dia 0 por inoculacdo de células em
baldes de vidro T75 em meios IS5Q+MHX de modo a ter-se uma
densidade celular viadvel de 1,0 X 10° células/mL num volume de
30 mL. As culturas celulares utilizadas para estes estudos
tinham estado em cultura continua desde que foram realizadas as

transfecgdes e subclonagens. Nos dias subsequentes, as células
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nos baldes de vidro T foram exaustivamente ressuspensas € uma
aliquota de 0,3 mL foi removida. Os estudos das curvas de
crescimento foram terminados gquando as contagens celulares
cairam abaixo de 1,5 X 10° células/mL. O ntumero de células vivas
na aliquota foi determinado por exclusdo de azul de tripano e o
resto da aliquota armazenado para determinacdo de concentracédo
de mAb posterior. Foi realizado um ELISA para o IgG humano em

todas as aliquotas de amostra ao mesmo tempo.

A Figura 8 mostra uma representacdo grafica da comparacdo das
taxas de crescimento celular na presenca de concentracdes
varidveis de selecdo de MHX. Os subclones celulares C466A e
C466B foram descongelados em meios isentos de MHX (IMDM, FBS a
5%, glutamina a 2 mM) e cultivados durante dois dias adicionais.
Ambas as culturas celulares foram, depois, divididas em trés
culturas que ndo continham MHX, 0,2X MHX ou 1X MHX. Um dia mais
tarde, baldes de wvidro T75 novos, foram inoculados com as
culturas a uma densidade de partida de 1 X 10° células/mL e as
células, contadas em intervalos de 24 horas, durante uma semana.
Os tempos de duplicacdo durante os primeiros 5 dias foram
calculados utilizando a férmula em SOP PD32.025 e sdo mostrados

acima nas barras.

A Figura 9 mostra representacdes graficas da estabilidade de
producdo de mAb ao longo do tempo a partir de duas linhas
celulares produzindo rTNV148B. Os subclones celulares que tinham
estado em cultura continua desde a realizacdo das transfeccbes e
subclonagens foram utilizados para iniciar as culturas em série
de longo prazo em placas de cultura de 24 pocos. As células
foram cultivadas em meios I5Q, com e sem selecdo de MHX. As
células foram continuamente subcultivadas por divisdo das
culturas a cada 4 a 6 dias, de modo a manter novas culturas

viaveis enquanto as culturas anteriores foram deixadas
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extinguir-se. As aliquotas de sobrenadante de células extintas
foram recolhidas pouco depois de as culturas estarem extintas e
armazenadas até que as concentracdes de mAb fossem determinadas.
Foi realizado um ELISA para o IgG humano em todas as aliquotas

de amostra ao mesmo tempo.

A Figura 10 mostra alteracdes de peso de murganhos Tg 197 do
modelo de artrite de murganho em resposta a anticorpos anti-TNF
da presente invencdo, em comparacdo a controlos no Exemplo 4. A,
aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos do estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no género e peso corporal, a um
de 9 grupos de tratamento e tratados com uma Unica dose de bdlus
intraperitoneal de PBS da Dulbecco (D-PBS) ou um anticorpo anti-
TNF da presente invencdo (TNV14, TNV148 ou TNV 196), a 1 mg/kg
ou 10 mg/kg. Quando os pesos foram analisados como uma alteracdo
da pré-dose, os animais tratados com cA2 a 10 mg/kg mostraram
ganho de peso consistentemente mais elevado do gque 0S8 animais
tratados com D-PBS ao longo do estudo. Este ganho de peso foi
significativo as 3-7 semanas. Os animais tratados com TNV148 a
10 mg/kg também alcancaram ganho significativo de peso na semana

7 do estudo.

As Figuras 11A-C representam a progressdo da gravidade de doenca
com base no indice artritico, como apresentado no Exemplo 4. O
indice artritico do grupo tratado com cA2 a 10 mg/kg foi
inferior ao do grupo de controlo D-PBS, com inicio na semana 3 e
continuando ao longo do resto do estudo (semana 7). 0Os animais
tratados com TNV14 a 1 mg/kg e os animais tratados com cA2 a 1
mg/kg ndo mostraram reducdo significativa em AI apds a semana 3,
quando comparados ao Grupo tratado com D-PBS. N&o existiram
diferencas significativas entre o0s grupos de tratamento de 10
mg/kg quando cada foi comparado aos outros de dose semelhante

(cA2 a 10 mg/kg comparado com TNV14, 148 e 196 a 10 mg/kg).
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Quando os grupos de tratamento de 1 mg/kg foram comparados, o
TNV148 a 1 mg/kg mostrou um AI, significativamente, mais baixo
do que cA2 a 1 mg/kg as 3, 4 e 7 semanas. O TNV148 a 1 mg/kg
foi, também, significativamente mais baixo do gque o Grupo
tratado com TNV14 a 1 mg/kg as 3 e 4 semanas. Embora o TNV196
mostrasse reducdo significativa em AI até a semana 6 do estudo
(quando comparado com o Grupo tratado com D-PBS), o TNV148 foi o
unico tratamento de 1 mg/kg gue permaneceu significativo na

conclusdo do estudo.

A Figura 12 mostra alteracdes de peso de murganhos Tg 197 do
modelo de artrite de murganho em resposta a anticorpos anti-TNF
da presente invencdo, em comparacdo a controlos no Exemplo 5. A,
aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos de estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no peso corporal, a um de 8
grupos de tratamento e tratados com uma dose de Dbdlus
intraperitoneal de artigo de controlo (D-PBS) ou anticorpo
(TNV14, TNV148), a 3 mg/kg (semana 0). As 1injecdes foram
repetidas em todos os animais nas semanas 1, 2, 3 e 4. Os grupos
1-6 foram avaliados para eficdcia de artigo de teste. As
amostras séricas, obtidas de animais nos Grupos 7 e 8 foram
avaliadas para inducdo de resposta imunitdria e depuracédo

farmacocinética de TNV14 ou TNV148 nas semanas 2, 3 e 4.

As Figuras 13A-C sdo graficos representando a progressdo da
gravidade de doenca no Exemplo 5, com base no indice artritico.
O 1indice artritico do grupo tratado com cA2 a 10 mg/kg foi
significativamente inferior ao do grupo de controlo D-PBS, com
inicio na semana 2 e continuando ao longo do resto do estudo
(semana 5). Os animais tratados com 1 mg/kg ou 3 mg/kg de cA2 e
0s animais tratados com TNV14 a 3 mg/kg ndo alcancaram gualquer
reducdo significativa em AI, em qualquer altura ao longo do

estudo, quando comparados com o grupo de controlo D-PBS. Os
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animais tratados com TNV148 a 3 mg/kg mostraram uma reducdo
significativa, guando comparados ao grupo tratado com D-PBS com
inicio na semana 3 e continuando através da semana 5. Os animais
tratados com cA2 a 10 mg/kg mostraram uma reducdo significativa
em AI, quando comparados a ambas as doses mais baixas (1 mg/kg e
3 mg/kg) de cA2 nas semanas 4 e 5 do estudo e foram, também,
significativamente mais baixos do que os animais tratados com
TNV14 nas semanas 3-5. Embora ndo parecessem existir diferencas
significativas entre qualquer dos grupos de tratamento de 3
mg/kg, em alguns intervalos de tempo, o AI para os animais
tratados com TNV14 a 3 mg/kg foi significativamente mais elevado
do que o de 10 mg/kg, ao passo que os animals tratados com
TNV148 né&do foram significativamente diferentes dos animais

tratados com 10 mg/kg de cA2.

A Figura 14 mostra alteracdes de peso de murganhos Tg 197 do
modelo de artrite de murganho em resposta a anticorpos anti-TNF
da presente invencdo, em comparacdo a controlos no Exemplo 6. A,
aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos de estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no género e peso corporal, a um
de 6 grupos de tratamento e tratados com uma Unica dose de bdlus
intraperitoneal de anticorpo (cA2 ou TNV148) a 3 mg/kg ou 5
mg/kg. Este estudo utilizou os Grupos de controlo D-PBS e cA2 a

10 mg/kg.

A Figura 15 representa a progressdo da gravidade de doenca com
base no indice artritico, como apresentado no Exemplo 6. Todos
0s grupos de tratamento mostraram alguma protecdo nos intervalos
de tempo mais precoces, com o cA2 a 5 mg/kg e o TNV148 5 mg/kg
mostrando reducdes significativas em AI nas semanas 1-3 e todos
0s grupos de tratamento mostrando uma reducdo significativa na
semana 2. Mais tarde no estudo, o0s animais tratados com cA2 a 5

mg/kg mostraram alguma protecdo, com reducdes significativas nas
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semanas 4, 6 e 7. A dose baixa (3 mg/kg) tanto de cA2 como de
TNFV148 mostrou reducdes significativas a 6 e todos o0s grupos de
tratamento mostraram reducgdes significativas na semana 7. Nenhum
dos grupos de tratamento foi capaz de manter uma reducdo
significativa na conclusdo do estudo (semana 8). N&o houve
diferencas significativas entre qualquer dos grupos de
tratamento (excluindo o grupo de controlo de solucdo salina) em

qualquer intervalo de tempo.

A Figura 16 mostra alteracdes de peso de murganhos Tg 197 do
modelo de artrite de murganho em resposta a anticorpos anti-TNF
da presente invencdo, em comparacdo a controlos no Exemplo 7.
Para comparar a eficdcia de uma uUnica dose intraperitoneal de
TNV148 (derivado de células de hibridoma) e rTNV148B (derivado
de células transfectadas). A, aproximadamente, 4 semanas de
idade, os murganhos de estudo Tgl97 foram atribuidos, com base
no género e peso corporal, a um de 9 grupos de tratamento e
tratados com uma Unica dose de bdlus intraperitoneal de PBS da

Dulbecco (D-PBS) ou anticorpo (TNV148, rTNV148B) a 1 mg/kg.

A Figura 17 representa a progressdo da gravidade de doenca com
base no indice artritico, como apresentado no Exemplo 7. O
indice artritico do grupo tratado com cA2 a 10 mg/kg foi mais
baixo do que grupo de controlo D-PBS, com inicio na semana 4 e
continuando ao longo do resto do estudo (semana 8). Ambos o0s
Grupos tratados com TNV148 e o Grupo tratado com cA2 a 1 mg/kg
mostraram uma reducdo significativa em AI na semana 4. Embora um
estudo anterior (P-099-017) mostrasse que o) TNV148 era
ligeiramente mais eficaz na reducdo do Indice Artritico a seguir
a um unico bdélus intraperitoneal de 1 mg/kg, este estudo mostrou
que o AI de ambas as versdes dos grupos tratados com anticorpo
TNV foi ligeiramente superior. Embora (com a excecdo da semana

0) o Grupo tratado com cA2 a 1 mg/kg ndo tenha sido
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significativamente aumentado, quando comparado ao grupo cA2 a 10
mg/kg e 0s Grupos tratados com TNV148 tenham sido
significativamente mais elevados nas semanas 7 e 8, ndo houve
diferencas significativas em AI entre o cA2 a 1 mg/kg, TNV148 a

1 mg/kg e TNV148B a 1 mg/kg em qualquer ponto do estudo.

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona anticorpos anti-TNF isolados,
recombinantes e/ou sintéticos humanos, assim como composicdes e
moléculas de &cidos nucleicos codificantes compreendendo, pelo
menos, um polinucledétido codificando, pelo menos, um anticorpo
anti-TNF da invencéio. A presente invencéo inclui,
adicionalmente, mas ndo estd limitada a wutilizacdes de tais
anticorpos, por exemplo, em composicdes, métodos e dispositivos

de diagndéstico e terapéuticos.

Como aqui wutilizado, “anticorpo anti-fator de necrose tumoral
alfa”, “anticorpo anti-TNF”, “porcdo de anticorpo anti-TNEF” ou
“fragmento de anticorpo anti-TNF” e/ou “variante de anticorpo
anti-TNF” e semelhantes inclui qualquer molécula contendo
proteina ou péptido que compreende, pelo menos, uma porcdo de
uma molécula de imunoglobulina, tal como mas ndo limitada a,
pelo menos, uma regido determinante de complementaridade (CDR)
de uma cadeia pesada ou leve ou uma sua porcdo de ligacdo de
ligando, uma regido variédvel de cadeia pesada ou cadeia leve,
uma regido constante de cadeia pesada ou cadeia leve, uma regiédo
de estrutura ou qualquer sua porcdoc ou, pelo menos, uma pPOrgao
de um recetor de TNF ou proteina de ligacdo que possa ser
incorporada num anticorpo da presente invencdo. Tal anticorpo
afeta, opcionalmente, adicionalmente um ligando especifico, tal

como mas ndo limitado a se tal anticorpo modula, diminui,
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aumenta, antagoniza, agoniza, mitiga, alivia, blogqueia, inibe,
suprime e/ou interfere com, pelo menos, uma atividade ou ligacdo
de TNF ou com atividade ou ligacdo de recetor de TNF, in vitro,
in situ e/ou in vivo. Como exemplo ndo limitativo, anticorpo
anti-TNF adequado, porcdo especificada ou variante pode ligar-
se, pelo menos, a um TNF ou porcdes especificadas, wvariantes ou
dominios deste. Um anticorpo anti-TNF adequado, porcéao
especificada ou variante pode, também, afetar opcionalmente,
pelo menos, uma atividade ou funcdo de TNF, tal como mas néo
limitada a sintese de ARN, ADN ou proteina, libertacdo de TNF,
sinalizacdo do recetor de TNF, clivagem de TNF de membrana,
atividade de TNF, producdo e/ou sintese de TINF. O termo
“Yanticorpo” pretende adicionalmente abranger anticorpos,
fragmentos de digestdo, porcdes especificadas e suas variantes,
incluindo miméticos de anticorpo ou compreendendo porcdes de
anticorpos que mimetizam a estrutura e/ou funcdo de um anticorpo
ou fragmento especificado ou sua porc¢do, incluindo anticorpos de
cadeia Unica e fragmentos deste. 0Os fragmentos funcionais
incluem fragmentos de ligacdo de antigénio que se ligam a um TNF
de mamifero. Por exemplo, o0s, incluindo mas ndo limitados a
fragmentos Fab (e. g., por digestdo de papaina), Fab’ (e. g.,
por digestdo de pepsina e reducdo parcial) e F(ab’), (e. g., por
digestdo de pepsina), facb (e. g., por digestdo de plasmina),
pFc’ (e. g., por digestdo de pepsina ou plasmina), Fd (e. g.,
por digestdo de pepsina, reducdo parcial e reagregacédo), Fv ou
scFv (e. 9., por técnicas de Dbiologia molecular) estédo
abrangidos pela invencdo (ver, e. g., Colligan, Immunology,

supra) .

Tais fragmentos podem ser produzidos por clivagem enzimética,
técnicas sintéticas ou recombinantes, como conhecidas na técnica
e/ou como aqui descrito. Os anticorpos podem ser, também,

produzidos numa variedade de formas truncadas utilizando genes
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de anticorpos, nos quais tenham sido introduzidos um ou mais
codbes de terminacdo a montante do sitio de terminacdo natural.
Por exemplo, gene de combinacdo codificando uma porcdo de cadeia
pesada de F(ab’), pode ser produzido de modo a incluir sequéncias
de ADN codificando o CH, dominio e/ou regido de articulacdo da
cadeia pesada. As diversas porc¢gdes de anticorpos podem ser
ligadas entre si quimicamente por técnicas convencionais ou
podem ser preparadas como uma proteina contigua utilizando

técnicas de engenharia genética.

Como agqui utilizado, o termo “anticorpo humano” refere-se a um
anticorpo, no qual substancialmente cada parte da proteina (e.
g., CDR, estrutura, dominios C;, Cy (e. g., Cyl, Cs2, Cyx3),
articulacédo, (Vy, Vy)) ¢é, substancialmente, n&o imunogénica em
humanos, apenas com pequenas alteracgdes ou variacdes de
sequéncia. De um modo semelhante, os anticorpos designados de
primata (macaco, babuino, chimpanzé, etc.), de roedor (murganho,
rato, coelho, cobaio, hamster e semelhantes) e outros mamiferos
designam tais anticorpos esgpecificos de espécie, subgénero,
género, subfamilia, familia. Para além disso, os anticorpos
quiméricos incluem qualgquer combinacdo dos anteriores. Tais
alteracdes ou variacdes, opcionalmente e, de um modo preferido,
retém ou reduzem a imunogenicidade em humanos ou outras espécies
em relacdo a anticorpos ndo modificados. Deste modo, anticorpo
humano é distinto de um anticorpo quimérico ou humanizado. Faz-
se notar que um anticorpo humano pode ser produzido por um
animal n&o humano ou célula procaridética ou eucaridtica que seja
capaz de expressar genes de imunoglobulina humana funcionalmente
rearranjada (e. g., cadeia pesada e/ou cadeia leve). Para além
disso, gquando um anticorpo humano for um anticorpo de cadeia
Unica, pode compreender um péptido adaptador que ndo se verifica
em anticorpos humanos nativos. Por exemplo, Fv pode compreender

um péptido adaptador, tais como dois a cerca de oito residuos
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glicina ou outro aminodcido que faz a ligacdo da regido varidvel
da cadeia pesada e a regido variadvel da cadeia leve. Tais
péptidos adaptadores sdo considerados como sendo de origem

humana.

Os anticorpos bi-especificos, heteroespecificos,
heteroconjugados ou semelhantes podem ser, também, utilizados
que sejam anticorpos monoclonais, de um modo preferido, humanos
ou humanizados que tenham especificidades de ligacdo para, pelo
menos, dois antigénios diferentes. No presente caso, uma das
especificidades de ligacdo é para, pelo menos, uma proteina TNF,
a outra ¢é para gqualgquer outro antigénio. 0Os métodos para a
preparacdo de anticorpos Dbi-especificos s&d&o conhecidos na
técnica. Tradicionalmente, a producdo recombinante de anticorpos
bi-especificos ¢é baseada na co-expressdo de dois pares de
cadeias pesadas-cadeias leves de imunoglobulina, onde as duas
cadeias pesadas tém especificidades diferentes (Milstein e
Cuello, Nature 305:537 (1983)) . Em virtude da ordenacéo
aleatdéria de cadeias pesadas e leves de imunoglobulina, estes
hibridomas (quadromas) produzem uma mistura potencial de
10 moléculas de anticorpos diferentes, das quais apenas uma tem
a estrutura bi-especifica correta. A purificacdo da molécula
correta que é, habitualmente, realizada por etapas de
cromatografia de afinidade ¢é bastante incédmoda e os rendimentos
de produto sdo baixos. Processos semelhantes sdo divulgados, e.
g., no documento WO 93/08829, Patentes US N° 6210668, 6193967,
6132992, 6106833, 6060285, 6037453, 6010902, 5989530, 5959084,
5959083, 5932448, 5833985, 5821333, 5807706, 5643759, 5601819,
5582996, 5496549, 4676980, documentos WO 91/00360, WO 92/0373,
EP 03089, Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655 (1991), Suresh et
al., Methods in Enzymology 121: 210 (1986).
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Os anticorpos anti-TNF (também designados anticorpos de TNF) da
presente invencdo podem ser, opcionalmente, caracterizados por
ligacdo de elevada afinidade a TNF e, opcionalmente e, de um
modo preferido, tendo baixa toxicidade. Em particular, anticorpo
da invencdo, onde os componentes individuais, tais como a regiédo
varidvel, regido constante e estrutura, individualmente e/ou
coletivamente, opcionalmente e de um modo preferido, possuem
baixa imunogenicidade, é atil na presente invencéo. Os
anticorpos que podem ser utilizados na invencdo sdo,
opcionalmente, caracterizados pela sua capacidade para tratar
doentes durante periodos prolongados, com alivio mensuravel de
sintomas e baixa e/ou toxicidade aceitdvel. A imunogenicidade
baixa ou aceitdvel e/ou elevada afinidade, assim como outras
propriedades adequadas, podem contribuir para os resultados
terapéuticos alcancados. A “baixa imunogenicidade” ¢é aqui
definida como a deducdo de respostas significativas de HAHA,
HACA ou HAMA em menos de cerca de 75% ou, de um modo preferido,
menos de cerca de 50% dos doentes tratados e/ou deducdo de
baixos titulos no doente tratado (inferiores a cerca de 300, de
um modo preferido inferiores a cerca de 100, medidos com um
imunocensaio enzimdtico de duplo antigénio) (Elliott et al.,

Lancet 344:1125-1127 (1994).

Utilidade

Os 4cidos nucleicos isolados da presente invencdo podem ser
utilizados para a producdo de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF
ou sua variante especificada, a qual pode ser utilizado para
medir ou efetuar numa célula, tecido, 6rgdo ou animal (incluindo
mamiferos e humanos), para diagnosticar, monitorizar, modular,
tratar, aliviar, ajudar a prevenir a incidéncia ou reduzir os

sintomas de, pelo menos, um estado de TNF, selecionado de, mas
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ndo limitado a, pelo menos, um distirbio ou doenca imunitéaria,
disturbio ou doenca cardiovascular, disturbio ou doenca

infecciosa, maligna e/ou neuroldgica.

Um tal método pode compreender a administracdo de uma quantidade
eficaz de uma composicdo ou uma CcomposSicao farmacéutica
compreendendo, pelo menos, um anticorpo anti-TNF para uma
célula, tecido, ¢érgdo, animal ou doente a necessitar de tal
modulacéo, tratamento, alivio, prevencéao ou reducéo nos
sintomas, efeitos ou mecanismos. A quantidade eficaz pode
compreender uma quantidade de cerca de 0,001 a 500 mg/kg por
administracdo unica (e. g., bdlus), maltipla ou continua ou para
alcancar uma concentracdo sérica de 0,01-5000 pg/mL de
concentracao sérica por administracdo Unica, multipla ou
continua de qualquer sua gama eficaz ou valor, como realizado e
determinado utilizando métodos conhecidos, como aqui descrito ou

conhecidos nas técnicas relevantes.

Citacdes

Todas as publicacgdes ou patentes aqui citadas mostram o estado
da técnica a data da presente invencdo e/ou proporcionam a
descricdo e realizacdo da presente invencdo. As publicacdes
referem-se a quaisquer publicacdes cientificas ou de patentes ou
qualguer outra informacdo disponivel em quaisquer formatos de
meios, incluindo todos os formatos gravados, electrdénicos ou
impressos. As seguintes referéncias s&o especificamente
mencionadas: Ausubel et al., ed., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc., NI, NI (1987-2001); Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° Edicdo, Cold
Spring Harbor, NI (1989); Harlow e Lane, antibodies, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NI (1989); Colligan et
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al., eds., Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons,
Inc., NI (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols 1in
Protein Science, John Wiley & Sons, NI, NI, (1997-2001).

Anticorpos da Presente Invencdo

Pelo menos um anticorpo anti-TNF da presente invencdo pode ser,
opcionalmente, produzido por uma linha celular, linha celular
mista, célula imortalizada ou populacdo clonal de células
imortalizadas, como bem conhecidas na técnica. Ver, e. g.,
Ausubel et al., ed., Current Protocols 1in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, Inc., NI, NI (1987-2001); Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% Edicdo, Cold Spring
Harbor, NI (1989); Harlow e Lane, antibodies, a Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, NI (1989); Colligan et al., eds.,
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NI
(1994-2001); Colligan et al., Current Protocols 1n Protein
Science, John Wiley & Sons, NI, NI, (1997-2001).

Os anticorpos humanos que sdo especificos para proteinas TNF
humanas ou seus fragmentos podem ser deduzidos contra um
antigénio imunogénico apropriado, tais como proteina isolada
e/ou TNF ou uma sua porcdo (incluindo moléculas sintéticas, tal
como péptidos sintéticos). Outros anticorpos de mamifero,
especificos ou gerais, podem ser deduzidos de um modo
semelhante. A preparacdo de antigénios imunogénicos e a producéo
de anticorpos monoclonais pode ser realizada utilizando qualqguer

técnica adequada.
Numa abordagem, hibridoma ¢é produzido por fusdo de uma linha
celular imortal adequada (e. g., uma linha celular de mieloma,

tal como mas ndo limitada a Sp2/0, Sp2/0-AGl4, NSO, NS1, NS2,
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AE-1, L.5, >243, P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SSl, Sp2
SA5, U937, mLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562,
CO0S, RAJI, NIH 3T3, HL-60, mLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, ou
semelhantes, ou heteromielomas, seus produtos de fusdo ou
qualquer célula ou célula de fusdo derivada destas ou qualguer
outra linha celular adequada, como conhecida na técnica. Ver, e.
g., www.atcc.org, www.lifetech.com e semelhantes, com células de
producdo de anticorpos, tais como mas ndo limitadas a isoladas
ou clonadas de Dbaco, sangue periférico, linfa, amigdala ou
outras células contendo células B ou imunitédrias, ou quaisquer
outras células expressando sequéncias CDR de cadeia pesada ou
leve, constante ou varidvel ou de estrutura, como &acido nucleico
enddgeno ou heterdlogo, ou recombinante ou endbgeno, viral,
bacteriano, algal, procaridtico, anfibio, insecto, reptiliano,
peixe, mamifero, roedor, equino, ovino, caprino, ovino, primata,
eucaridtico, ADN gendmico, ADNc, ADNr, ADN ou ARN mitocondrial,
ADN ou ARN de cloroplasto, ARNhn, ARNm, ARNt, de cadeia simples,
dupla ou tripla, hibridado e semelhantes ou qualguer sua
combinacdo. Ver, e. g., Ausubel, supra e Colligan, Immunology,

supra, capitulo 2.

As células de producdo de anticorpos podem ser, também, obtidas
a partir do sangue periférico ou, de um modo preferido, do baco
ou nodos linféaticos de humanos ou outros animais adegquados que
tenham sido imunizados com o antigénio de interesse. Qualqguer
outra célula hospedeira adequada pode ser, também, utilizada
para expressdo de 4acido nucleico  heterdélogo ou enddgeno
codificando um anticorpo, fragmento especificado ou sua
variante, da presente invencdo. As células fundidas (hibridomas)
ou células recombinantes podem ser isoladas utilizando condic¢des
de cultura seletivas ou outros métodos conhecidos adequados e
clonadas por diluicdo limitante ou triagem celular ou outros

métodos conhecidos. As células gque produzem anticorpos com a
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especificidade desejada podem ser selecionadas por um ensaio

adequado (e. g., ELISA).

Podem ser utilizados outros métodos adequados de producdo ou
isolamento de anticorpos da especificidade requerida, incluindo
mas n&o limitados a métodos que selecionam anticorpo
recombinante a partir de um péptido ou biblioteca de proteina
(e. 9., mas néao limitados a bacteridéfago, ribossoma,
oligonucledtido, ARN, ADNc, ou semelhantes, biblioteca de
apresentacdo; e. g., como disponivel a partir de Cambridge
antibody Technologies, Cambridgeshire, UK; MorphoSys,
Martinsreid/Planegqg, DE; Biovation, Aberdeen, Escdécia, UK;
Biolnvent, Lund, Suécia; Dyax Corp., Enzon, Affymax/Biosite;
Xoma, Berkeley, CA; Ixsys. Ver, e. g., os documentos EP 368684,
PCT/GB91/01134; PCT/GB92/01755; PCT/GB92/002240; PCT/GB92/00883;
PCT/GB93/00605; Us 08/350260 (5/12/94); PCT/GB94/01422;
PCT/GBR94/02662; PCT/GB97/01835; (CAT/MRC) ; WO090/14443;
W090/14424; WO090/14430; PGT/US94/1234; W092/18619; W096/07754;
(Scripps); EP 614989 (MorphoSys) ; W095/16027 (BioInvent) ;
W088/06630; W0O90/3809 (Dyax); US 4704692 (Enzon); PCT/US91/02989
(Affymax); W089/06283; EP 371998; EP 550400; (Xoma); EP 229046;
PCT/US91/07149 (Ixsys); ou péptidos ou proteinas produzidas
aleatoriamente - documentos US 5723323, 5763192, 5814476,
5817483, 5824514, 5976862, WO 86/05803, EP 590689 (Ixsys, agora
Applied Molecular Evolution (AME)) ou que sSe baseiam na
imunizacdo de animais transgénicos (e. g., murganhos SCID,
Nguyen et al., Microbiol. Immunol. 41:901-907 (1997); Sandhu et
al., Crit. Rev. Biotechnol. 16:95-118 (1996); Eren et al.,
Immunol. 93:154-161 (1998), assim como patentes e pedidos
relacionados) que s&o capazes de produzirem um repertdrio de
anticorpos humanos, como conhecido na técnica e/ou como aquil
descrito. Tais técnicas 1incluem, mas ndo estdo limitadas a

apresentacdo de ribossomas (Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA, 94:4937-4942 (May 1997); Hanes et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 95:14130-14135 (Nov. de 1998)); tecnologias de
producdo de anticorpos de células unicas (e. g., método de
anticorpo de linfécito selecionado (“SLAM”) (pat. US N° 5627052,
Wen et al., J. Immunol. 17:887-892 (1987); Babcook et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848 (1996)); microgoticula de gel
e ciltometria de fluxo (Powell et al., Biotechnol. 8:333-337
(1990); One Cell Systems, Cambridge, MA; Gray et al., J. Imm.
Meth. 182:155-163 (1995); Kenny et al., Bio/Technol. 13:787-790
(1995)); selecdo de células B (Steenbakkers et al., Molec. Biol.
Reports 19:125-134 (1994); Jonak et al., Progress Biotech, Vol.
5, In Vitro Immunization 1in Hybridoma Technology, Borrebaeck,
ed., Elsevier Science Publishers B.V., Amesterddo, Pailses Baixos

(1988)) .

Podem ser, também, utilizados métodos para manipulacdo ou
humanizacdo de anticorpos n&do humanos ou humanos e bem
conhecidos na técnica. Em geral, anticorpo humanizado ou
manipulado tem um ou mais residuos de aminodcidos provenientes
de uma fonte que ¢ ndo humana, e. g., mas ndo limitada a
murganho, rato, coelho, primata ndo humano ou outro mamifero.
Estes residuos de aminodcidos humanos sdo, frequentemente,
designados por residuos “importados” gue @ séo, tipicamente
retirados de um dominio “importado” wvaridvel, constante ou outro
de uma sequéncia humana conhecida. Sdo divulgadas sequéncias de
Ig humana, e. g., www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi;
www.atcc.org/phage/hdb.html; www.sciquest.com/; www.abcam.com/;
www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.public.iastate.edul-pedro/research tools.html;
www.mgen.uniheidelberg.de/SD/IT/IT.html;
www.whfreeman.com/immunology/CHO05/kuby05.htm;
www.library.thinkquest.org/12429/Inunune/Antibody.html;

www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab/; www.path.cam.ac.uk/~
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mrc7/mikeimages.html; www.aatibodyresource.com/;
mcb.harvard.edu/BioLinks/Immunology.html.www.immunologylink.com/
;  pathbox.wustl.edu/~hcenter/index.html; www.biotech.ufl.edu/-
hcl/; www.pebio.com/pa/340913/340913.html;
www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/; www.m.ehime-u.ac.jp/~
yvasuhitolElisa.html; www.biodesign.com/table.asp;
www.icnet.uk/axp/facs/davies/links.html; www.biotech.ufl.edu/~
fccl/protocol.html; www.lsac-net.org/sites geo.html;
aximtl.imt.uni-marburg.de/~rek/AEPStart.html; baserv.uci.kun.nl/~
jraatsl/inksl.html; www.recab.uni-hd.de/immuno.bme.nwu.edu/;
WWw.mrc-cpe.cam.ac.uklimt-doc/public/INTRO.html;
www.libt.unam.mx/vir/V_mice.html; imgt.cnusc.fr:8104/;
www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/index.html;
antibody.bath.ac.uk/; abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/S1lide0l.html;
www.cryst.bbk.ac.uk/-ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CCccaewg/ccaewg.htm;
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHHP.html;
www.libt.unam.mx/vir/structure/stat aim.html;
www.biosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/~fmolina/Web-pages/Pept/spottech.html;
www.Jjerini.de/fr products.htm;

www.patents.ibm.com/ibm.html.Kabat et al., Sequéncias de

Proteinas de Interesse Imunoldgico, U.S. Dept. Health (1983).

Tais sequéncias importadas podem ser utilizadas para a reducédo
da imunogenicidade ou reducdo, estimulacdo ou modificacdo da
ligacéo, afinidade, velocidade de adicaéo, velocidade de
subtracdo, avidez, especificidade, meia-vida ou qualquer outra
caracteristica adequada, como conhecida na técnica. Em geral, é
mantida parte ou todos de sequéncias de CDR ndo humanas ou

humanas, enquanto as sequéncias ndo humanas das regides
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variaveis e constantes s&do substituidas com aminoacidos humanos
ou outros. Os anticorpos podem, também, ser opcionalmente
humanizados com retencdo de elevada afinidade para o antigénio e
outras propriedades bioldgicas favordveis. De modo a alcancar
este objetivo, 0s anticorpos humanizados podem ser,
opcionalmente, preparados por um processo de anadlise das
sequéncias parentais e diversos produtos humanizados utilizando
modelos tridimensionais das sequéncias parentais e humanizadas.
Os modelos de imunoglobulina tridimensionais estdo, de um modo
geral, disponiveis e sdo familiares para os especialistas na
técnica. Estdo disponiveis programas informdticos que ilustram e
apresentam estruturas conformacionais tridimensionais provaveis
de sequéncias de imunoglobulina candidatas selecionadas. A
inspecdo destas apresentacdes permite a andlise do papel
provavel dos residuos no funcionamento da sequéncia de
imunoglobulina candidata, 1i. e., a anédlise de residuos que
influenciam a capacidade da imunoglobulina candidata se ligar ao
seu antigénio. Desta forma, os residuos de FR podem ser
selecionados e combinados a partir de sequéncias consenso e
importadas, de modo que a caracteristica de anticorpo desejada,
tal como afinidade aumentada para o(s) antigénio(s) alvo(s),
seja alcancada. Em geral, os residuos de CDR estdo directamente
e mais substancialmente envolvidos na influéncia da ligacdo de
antigénio. A humanizacdo ou manipulacdo de anticorpos da
presente invencdo pode ser realizada utilizando qualquer método
conhecido, tal como mas ndo limitado aos descritos em Winter
(Jones et al., Nature 321:522 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534 (1988)), Sims
et al., J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia e Lesk, J. Mol.
Biol. 196:901 (1987), Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623
(1993), patentes US N° 5723323, 5976862, 5824514, 5817483,
5814476, 5763192, 5723323, 5,766886, 5714352, 6204023, 6180370,
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5693762, 5530101, 5585089, 5225539; 4816567, PCT/: US98/16280,
UsS96/18978, Us91/09630, Us91/05939, Us94/01234, GB89/01334,
GB91/01134, GB92/01755; documentos W090/14443, W090/14424,
WO090/14430, EP 229246, incluindo referéncias ai citadas.

O anticorpo anti-TNF pode, também, ser opcionalmente gerado por
imunizacdo de um animal transgénico (e. ¢g., murganho, rato,
hamster, primata ndo humano e semelhantes) capaz de produzir um
repertdério de anticorpos humanos, como agqui descrito e/ou como
conhecido na técnica. As células que produzem um anticorpo anti-
TNF humano podem ser isoladas a partir de tais animais e
imortalizadas utilizando métodos adequados, tal como os métodos

aqui descritos.

Os murganhos transgénicos que podem produzir um repertdrio de
anticorpos humanos que se ligam a antigénios humanos podem ser
produzidos por métodos conhecidos (e. g., mas ndo limitados as
Pat. U.S. N° 5770428, 5569825, 5545806, 5625126, 5625825,
5633425, 5661016 e 5789650 concedidas a Lonberg et al.;
Jakobovits et al. documento WO 98/50433, Jakobovits et al.
documento WO 98/24893, Lonberg et al. documento WO 98/24884,
Lonberg et al. documento WO 97/13852, Lonberg et al. documento
WO 94/25585, Kucherlapate et al. documento WO 96/34096,
Kucherlapate et al. documento EP 0463151 Bl, Kucherlapate et al.
documento EP 0710719 Al, Surani et al. Pat. US. N° 5545807,
Bruggemann et al. documento WO 90/04036, Bruggemann et al.
documento EP 0438474 B1l, Lonberg et al. documento EP 0814259 A2,
Lonberg et al. GB 2272440 A, Lonberg et al. Nature 368:856-859
(1994), Taylor et al., Int. Immunol. 6(4)579-591 (1.994), Green
et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994), Mendez et al., Nature
Genetics 15:146-156 (1997), Taylor et al., Nucleic Acids
Research 20(23):6287-6295 (1992), Tuaillon et al., Proc Natl
Acad Sci USA 90(8)3720-3724 (1993), Lonberg et al., Int Rev
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Immunol 13(1):65-93 (1995) e Fishwald et al., Nat Biotechnol
14(7):845-851 (1996). Em geral, estes murganhos compreendem,
pelo menos, um transgene compreendendo ADN de, pelo menos, um
lécus de imunoglobulina humana que é funcionalmente rearranjado
ou que pode ser submetido a rearranjo funcional. Os loci de
imunoglobulina enddgenos em tais murganhos podem ser dissociados
ou eliminados, de modo a eliminar a capacidade de o animal

produzir anticorpos codificados por genes enddgenos.

Os anticorpos de rastreio para ligacdo especifica a proteinas ou
fragmentos semelhantes podem ser convenientemente alcancados
utilizando bibliotecas de apresentacdo de péptidos. Este método
envolve o rastreio de grandes colecbdes de péptidos para membros
individuais tendo a funcdo ou estrutura desejada. O rastreio de
anticorpos de Dbibliotecas de apresentacdo de péptidos ¢é bem
conhecido na técnica. As seqguéncias peptidicas apresentadas
podem ter entre 3 a 5000 ou mais aminoadcidos em comprimento,
frequentemente, entre 5-100 aminoadcidos de comprimento e,
frequentemente, entre cerca de 8 a 25 aminoacidos de
comprimento. Além dos métodos sintéticos quimicos diretos para a
producdo de bibliotecas peptidicas, foram descritos diversos
métodos de ADN recombinante. Um tipo envolve a apresentacdo de
uma sequéncia peptidica na superficie de um bacteridfago ou
célula. Cada bacteridfago ou célula contém a sequéncia
nucleotidica codificando a particular sequéncia peptidica
apresentada. Tais métodos sdo descritos nas Publicacdes de
Patentes PCT N° 91/17271, 91/18980, 91/19818 e 93/08278. Outros
sistemas para a producdo de bibliotecas de péptidos tém aspetos
tanto de sintese quimica in vitro como métodos recombinantes.
Ver as Publicacdes de Patentes PCT N° 92/05258, 92/14843 e
96/19256.Ver, também, as Patentes U.S. N° 5658754; e 5643768. As
bibliotecas de apresentacdo de péptidos, vetores e kits de

rastreio estéo comercialmente disponiveis a partir de
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fornecedores tais como Invitrogen (Carlsbad, CA) e Cambridge
antibody Technologies (Cambridgeshire, UK). Ver, e. g., as Pat.
U.S. N° 4704692, 4939666, 4946778, 5260203, 5455030, 5518889,
5534621, 5656730, 5763733, 5767260, 5856456, concedidas a Enzon;
5223409, 5403484, 5571698, 5837500, concedidas a Dyax, 5427908,
5580717, atribuidas a Affymax; 5885793, concedida a Cambridge
antibody Technologies; 5750373, concedida a Genentech, 5618920,
5595898, 5576195, 5698435, 5693493, 5698417, concedidas a Xoma,

Colligan, supra; Ausubel, supra; ou Sambrook, supra.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser, também, preparados
utilizando, pelo menos, um &cido nucleico codificando anticorpo
anti-TNF, de  modo a proporcionar animais ou mamiferos
transgénicos, tais como cabras, vacas, cavalos, ovelhas e
semelhantes que produzem tais anticorpos no seu leite. Tais
animais podem ser proporcionados utilizando métodos conhecidos.
Ver, e. g., mas ndo limitados as patentes US N° 5827690;
5849992; 4873316; 5849992; 5994616; 5565362; 5304489 e

semelhantes.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser, adicionalmente,
preparados utilizando, pelo menos, um acido nucleico codificando
anticorpo anti-TNF, de modo a proporcionar plantas transgénicas
e células vegetais de cultura (e. g., mas ndo limitados a tabaco
e milho) que produzem tais anticorpos, porcdes especificadas ou
variantes nas partes vegetais ou em células cultivadas das
mesmas. Como exemplo ndo limitativo, as folhas de tabaco
transgénico expressando proteinas recombinantes tém sido
utilizadas com sucesso para proporcionar grandes gquantidades de
proteinas recombinantes, e. g., utilizando um promotor
indutivel. Ver, e. g., Cramer et al., Curr. Top. Microbol.
Immunol. 240:95-118 (1999) e referéncias ai citadas. Também, o

milho transgénico tem sido utilizado para expressar proteinas de
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mamifero em niveis de producdo comerciais, com atividades
biolébgicas equivalentes as produzidas em outros sistemas
recombinantes ou purificadas a partir de fontes naturais. Ver,
e. g., Hood et al., Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-147 (1999) e
referéncias ai citadas. Foram, também, produzidos anticorpos em
grandes quantidades a partir de sementes de plantas transgénicas
incluindo fragmentos de anticorpos, tal como anticorpos de
cadeia tunica (scFv), incluindo sementes de tabaco e tubérculos
de batata. Ver, e. g., Conrad et al., Plant Mol. Biol. 38:101-
109 (1998) e referéncia ai citada. Deste modo, os anticorpos da
presente invencdo podem ser, também, produzidos utilizando
plantas transgénicas, de acordo com métodos conhecidos. Ver,
também, e. g., Fischer et al., Biotechnol. Appl. Biochem. 30:99-
108 (Oct., 1999), Ma et al., Trends Biotechnol. 13:522-7 (1995);
Ma et al., Plant Physiol. 109:341-6 (1995); Whitelam et al.,
Biochem. Soc. Trans. 22:940-944 (1994); e referéncias ai

citadas.

Os anticorpos da invencdo podem ligar-se a TNF humano com uma
ampla gama de afinidades (Kp) . Numa forma de realizacéo
preferida, pelo menos um mAb humano da presente invencdo pode,
opcionalmente, ligar-se a TNF humano com elevada afinidade. Por
exemplo, mAb humano pode ligar-se a TNF humano com um Kp igual ou
inferior a cerca de 107’ M, tal como mas ndo limitado a 0,1-9,9
(ou qualquer gama ou valor desta) X 1077, 107°, 107%,107'%, 107%,

107, 107 ou qualgquer gama ou seu valor.

A afinidade ou avidez de um anticorpo para um antigénio pode ser
determinada experimentalmente utilizando qualquer método
adequado. (Ver, por exemplo, Berzofsky et al., “Antibody-Antigen
Interactions”, In Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed.,
Raven Press: Nova Iorque, NI (1984); Kuby, Janis Immunology, W.

H. Freeman e Company: Nova Iorque, NI (1992); e métodos aqui
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descritos). A afinidade medida de uma particular interaccéo
anticorpo-antigénio pode variar, se medida sob diferentes
condicdes (e. g., concentracdo salina, ©pH). Deste modo, as
medicdes de afinidade e outros pardmetros de ligacdo de

antigénio (e. g., K Ki, Kg) sdo, de um modo preferido,

r

realizados com solucdes estandardizadas de anticorpo e antigénio

e um tampdo estandardizado, tal como o tampdo aqui descrito.

Moléculas de Acidos Nucleicos

Utilizando a informacdo aqui proporcionada, uma molécula de
dcido nucleico da presente invencdo codificando, pelo menos, um
anticorpo anti-TNF pode ser obtida wutilizando métodos aqui

descritos ou como conhecidos na técnica.

As moléculas de 4&cidos nucleicos da presente invencgdo podem ser
na forma de ARN, tais como ARNm, ARNhn, ARNt ou qualgquer outra
forma ou na forma de ADN, incluindo mas ndo limitada a ADNc e
ADN gendémico obtido por clonagem ou produzido sinteticamente, ou
quaisquer combinacdes destas. O ADN pode ser de cadeia tripla,
cadeia dupla ou cadeia simples ou qualquer sua combinacéo.
Qualquer porcdo de, pelo menos, uma cadeia do ADN ou ARN pode
ser a cadeia codificante, também conhecida como a cadeia sentido
ou pode ser a cadeia nédo codificante, também designada por

cadeia antessentido.

As moléculas de 4cidos nucleicos isoladas aqui divulgadas
incluem moléculas de &cidos nucleicos compreendendo uma fase de
leitura aberta (ORF), opcionalmente com um ou mais intrdes, e.
g., mas ndo limitados a, pelo menos uma porcdo especificada de,
pelo menos, uma CDR, como CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de, pelo menos,

ou uma cadeia pesada (e. g., SEQ ID N° 1-3) ou cadeia leve (e.
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g., SEQ ID N° 4-6); moléculas de &cidos nucleicos compreendendo
a sequéncia codificante para um anticorpo anti-TNF ou regiédo
variavel (e. g., SEQ ID N° 7, 8); e moléculas de 4&cidos
nucleicos que compreendem uma sequéncia nucleotidica
substancialmente diferente das descritas anteriormente mas que,
em virtude da degenerescéncia do coédigo genético, ainda
codificam, pelo menos, um anticorpo anti-TNF, como aqui descrito
e/ou como conhecido na técnica. Certamente, o cbdédigo genético é
bem conhecido na técnica. Deste modo, seria rotina para um
especialista na técnica produzir tais variantes de 4cidos
nucleicos degenerados que codificam para anticorpos anti-TNF
especificos da presente invencdo. Ver, e. g., Ausubel et al.,
supra. Exemplos nédo limitativos de moléculas de &cidos nucleicos
isolados incluem SEQ ID N° 10, 11, 12, 13, 14, 15,
correspondendo a exemplos n&do limitativos de um &acido nucleico
codificando, respectivamente, HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3, LC
CDR1, LC CDR2 e LC CDR3.

Como aqui indicado, as moléculas de &4cido nucleico da presente
invencdo qgue compreendem um Aacido nucleico codificando um
anticorpo anti-TNF podem incluir, mas nédo estdo limitadas
aquelas codificando a sequéncia de aminodcidos de um fragmento
de anticorpo. Por si s86; a sequéncia codificante para o
anticorpo completo ou uma sua porcdo; a sequéncia codificante
para um anticorpo, fragmento ou porcdo, assim como sequéncias
adicionais, tal como a sequéncia codificante de, pelo menos, um
condutor de sinal ou péptido de fuséo, com ou sem as
supramencionadas sequéncias codificantes adicionais, tal como,
pelo menos, um intréo, juntamente com sequéncias nao
codificantes adicionais, incluindo mas nao limitadas a
sequéncias nédo codificantes 5’ e 3’7, tal como as sequéncias
transcritas, ndo traduzidas, que desempenham um papel na

transcricgdo, processamento de ARNm, incluindo sinais de excisédo
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e poliadenilacéo (por exemplo - ligacdo de ribossoma e
estabilidade de ARNm); uma sequéncia codificante adicional que
codifica para aminoédcidos adicionais, tais como aquelas gue
proporcionam funcionalidades adicionais. Deste modo, a sequéncia
codificando um anticorpo pode ser fundida a uma sequéncia
marcadora, tal como uma sequéncia codificando um péptido que
facilita a purificacdo do anticorpo fundido compreendendo um

fragmento ou porgdo de anticorpo.

Construcdo de Acido Nucleicos

Os 4cidos nucleicos isolados da presente invencdo podem ser
preparados utilizando (a) métodos recombinantes, (b) técnicas
sintéticas, (c¢) técnicas de purificacdo ou as suas combinacdes,

como bem conhecido na técnica.

Os dcidos nucleicos podem convenientemente compreender
sequéncias além de um polinuclebdétido da presente invencdo. Por
exemplo, sitio de multi-clonagem compreendendo um ou mais sitios
de endonuclease de restricdo pode ser inserido no A4cido
nucleico, de modo a auxiliar no isolamento do polinucledtido.
Também, as sequéncias traduziveis podem ser inseridas de modo a
auxiliarem no isolamento do polinucledtido traduzido da presente
invencdo. Por exemplo, uma sequéncia marcadora de hexa-histidina
proporciona um meio conveniente para purificar as proteinas da
presente invencéao. 0 acido nucleico da presente
invencdo - excluindo a sequéncia codificante - ¢é opcionalmente
um vetor, adaptador ou ligante para clonagem e/ou expressdo de

um polinucledtido da presente invencéo.

Podem ser adicionadas sequéncias adicionais a tais sequéncias de

clonagem e/ou expressdo, de modo a otimizar a sua funcdo na
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clonagem e/ou expressdo, para auxiliar no isolamento do
polinucledétido ou para melhorar a introducdo do polinucledtido
numa célula. A utilizacdo de vetores de clonagem, vetores de
expressédo, adaptadores e ligantes é Dbem conhecida na técnica.

(Ver, e. g., Ausubel, supra; ou Sambrook, supra).

Métodos Recombinantes para a Construcdo de Acidos Nucleicos

As composicdes de &acidos nucleicos isolados desta invencdo, tais
como ARN, ADNc, ADN gendmico ou gqualquer sua combinacdo, podem
ser obtidas a partir de fontes bioldgicas utilizando qualquer
numero de metodologias de clonagem conhecidas dos especialistas
na técnica. Em algumas formas de realizacéo, as sondas
oligonucleotidicas que se hibridam seletivamente, sob condicdes
estringentes, aos polinucledétidos da presente invencdo sé&o
utilizadas para a identificacdo das sequéncias desejadas numa
biblioteca de ADNc ou ADN gendmico. O isolamento de ARN, e
construcdo de bibliotecas de ADNc ou ADN gendmico, € Dbem
conhecido do especialista na técnica. (Ver, e. g., Ausubel,

supra; ou Sambrook, supra).

Rastreio de Acido Nucleico e Métodos de Isolamento

Uma biblioteca de ADNc ou ADNc gendmico pode ser rastreada
utilizando uma sonda baseada na sequéncia de um polinucledtido
da presente invencdo, tal como aqueles agqui divulgados. As
sondas podem ser utilizadas para se hibridarem com sequéncias de
ADN gendémico ou ADNc, de modo a isolar genes homdélogos nos
mesmos ou diferentes organismos. 0Os especialistas na técnica
irdo entender que podem ser empregues no ensaio varios graus de

restringéncia de hibridacdo; e o meio de hibridacdo ou de
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lavagem podem ser restringentes. A medida que as condic&es de
hibridacdo se tornam mais restringentes, deve existir um grau
superior de complementaridade entre a sonda e o alvo para que
ocorra a formacdo de cadeia dupla. O grau de restringéncia pode
ser controlado por um ou mais de temperatura, forca idnica, pH e
a presenca de um solvente parcialmente desnaturante, tal como
formamida. Por exemplo, a restringéncia de  hibridacdo é
convenientemente variada por alteracdo da polaridade da solucéo

reagente através, for exemplo, de manipulacdo da concentracdo de

formamida dentro da gama de 0% a 50%. O grau de
complementaridade (identidade de sequéncia) requerido para

ligacdo detetédvel iré4 variar de acordo com a restringéncia do
meio de hibridacé&o e/ou meio de lavagem. o) grau de
complementaridade iré&, otimamente, ser de 100%, ou 70-100% ou
qualquer gama ou seu valor. Contudo, deverd ser compreendido que
as pequenas variacdes de sequéncia nas sondas e iniciadores
podem ser compensadas por reducdo da restringéncia do meio de

hibridacdo e/ou lavagem.

Os métodos de amplificacdo de ARN ou ADN sdo bem conhecidos na
técnica e podem ser utilizados de acordo com a presente invencéo
sem experimentacdo indevida, com base nos ensinamentos e

orientacdo aqui apresentados.

Métodos conhecidos de amplificacdo de ADN ou ARN incluem mas néo
estdo limitados a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) e
processos de amplificacdo relacionados (ver, e. g., Patentes
U.S. N° 4683195, 4683202, 4800159, 4965188, para Mullis et al.;
documentos 4795699 e 4921794 para Tabor et al.; documento
5142033 de Innis; documento 5122464 de Wilson et al.; documento
5091310 de 1Innis; documento 5066584 de Gyllensten et al.;
documento 4889818 de Gelfand et al.; documento 4994370 de Silver
et al.; documento 4766067 de Biswas; documento 4656134 de
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Ringold) e amplificacdo medidada por ARN que utiliza ARN anti-
sentido para a sequéncia alvo como molde para a sintese de ADN
de cadeia dupla (Patente U.S. N° 5130238 de Malek et al., com a
denominacdo comercial NASBA). (Ver, e. g., Ausubel, supra; ou

Sambrook, supra.)

Por exemplo, a tecnologia de reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) pode ser wutilizada para amplificar as sequéncias de
polinuclebétidos da presente invencdo e genes relacionados,
diretamente a partir de bibliotecas de ADN gendmico ou ADNc. O
PCR e outros métodos de amplificacdo in vitro podem ser, também,
Uteis por exemplo, para clonar sequéncias de 4&acidos nucleicos
que codificam para proteinas a expressar, para preparar &acidos
nucleicos para utilizar como sondas para a detecdo da presenca
do ARNm desejado em amostras, para a sequenciacdo de 4&cidos
nucleicos ou para outros fins. Os exemplos de técnicas
suficientes para orientar os especialistas na técnica através de
métodos de amplificacdo in vitro verificam-se em Berger, supra,
Sambrook, supra, e Ausubel, supra, assim como Mullis et al.,
Patente U.S. N° 4683202 (1987); e Innis et al., PCR Protocols A
Guide to Methods and Applications, Eds., Academic Press Inc.,
San Diego, CA (1990). Kits comercialmente disponiveis para
amplificacdo gendmica por PCR s&do conhecidos na técnica. Ver, e.
g., Advantage-GC Genomic PCR Kit (Clontech). Adicionalmente, e.
g., a proteina 32 do gene T4 (Boehringer Mannheim) pode ser

utilizada para melhorar o rendimento de longos produtos de PCR.
Métodos Sintéticos para a Construcdo de Acidos Nucleicos

Os 4cidos nucleicos isolados da presente invencdo podem ser,
também, preparados por sintese quimica direta por métodos

conhecidos (ver, e. g., Ausubel et al., supra). A sintese
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quimica produz, em geral, oligonucledbdétido de cadeia simples que
pode ser convertido em ADN de cadeia dupla por hibridacdo com
uma sequéncia complementar ou por polimerizacdo com uma ADN
polimerase utilizando a cadeia simples como molde. Um
especialista na técnica ir4d reconhecer qgue, embora a sintese
quimica de ADN possa estar limitada a sequéncias de cerca de
100 ou mais bases, podem ser obtidas sequéncias mais longas pela

ligacdo de sequéncias mais curtas.

Cassetes de Expressdo Recombinantes

A presente invencdo proporciona, adicionalmente, cassetes de
expressdo recombinantes compreendendo um 4cido nucleico da
presente invencdo. Uma sequéncia de 4cidos nucleicos da presente
invencdo, por exemplo um ADNc ou uma sequéncia gendmica
codificando um anticorpo da presente invencédo, pode  ser
utilizada para construir uma cassete de expressdo recombinante
que pode ser introduzida em, pelo menos, uma célula hospedeira
desejada. Uma cassete de expresséao recombinante iréa,
tipicamente, compreender um polinucledétido da presente invencéo
ligado, de um modo operativo, a sequéncias reguladoras de
iniciacd&o transcricional que irdo dirigir a transcricdo do
polinuclebétido na célula hospedeira pretendida. De modo a
dirigir a expressdo dos &cidos nucleicos da presente invencdo
podem ser empregues promotores heterdlogos e nédo heterdlogos

(i. e., enddgenos).

Em algumas formas de realizacdo, os &cidos nucleicos isolados
que servem como promotores, estimuladores ou outros elementos
podem ser introduzidos na posicdo apropriada (montante, jusante
ou em intrdo) de uma forma n&do heterdloga de um polinucledtido
da presente invencdo, de modo a regular, positivamente ou

negativamente, a expressdo de um polinucledétido da presente
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invencéao. Por exemplo, 0s promotores endbgenos podem @ ser
alterados in vivo ou 1In vitro por mutacdo, delecdo e/ou

substituicéao.

Vetores E Células Hospedeiras

A presente invencdo refere-se, também, a vetores gue incluem
moléculas de 4&cidos nucleicos isoladas da presente invencéo,
células hospedeiras que sdo geneticamente manipuladas com oS
vetores recombinantes e a producdo de, pelo menos, um anticorpo
anti-TNF por técnicas recombinantes, como s&d&o bem conhecidas na
técnica. Ver, e. g., Sambrook et al., supra; Ausubel et al.,

supra.

Os polinucledétidos podem ser, opcionalmente, ligados a um vetor
contendo um marcador selecionével para propagacéao num
hospedeiro. Em geral, vetor plasmidico ¢ introduzido num
precipitado, tais como um precipitado de fosfato de céalcio ou
num complexo com um lipido carregado. Se o vetor for um virus,
pode ser empacotado in vitro utilizando uma linha celular de
empacotamento apropriada e, depois, transduzido para células

hospedeiras.

O inserto de ADN deve ser operativamente ligado a um promotor
apropriado. As construcdes de expressdo 1irdo adicionalmente
conter sitios para iniciacdo de transcricédo, terminacdo e, na
regido transcrita, sitio de ligacdo de ribossoma para traducéo.
A porcdo codificante dos transcritos maduros expressos pelas
construcdes ird incluir, de um modo preferido, uma iniciacdo de
traducdo no inicio e um codédo de terminacdo (e. g., UAA, UGA ou

UAG) apropriadamente posicionado no fim do ARNm a ser traduzido,
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com UAA e UAG preferidos para expressdo de células de mamifero

ou eucaridticas.

Os vetores de expressdo irdo, de um modo preferido, mas
opcionalmente incluir, pelo menos, um marcador seleccionavel.
Tais marcadores incluem, e. g., mas ndo limitados a resisténcia
a metotrexato (MTX), di-hidrofolato redutase (DHFR, Pat. US
N°® 4399216; documentos 4634665; 4656134; 4956288; 5149636;
5179017, ampicilina, neomicina (G418), &cido micofendlico, ou
glutamina sintetase (GS, Pat. US N° 5122464; 5770359; 5827739)
para cultura celular eucaridética e genes de resisténcia a
tetraciclina ou ampicilina para cultivo em FE. coli e outras
bactérias ou procariotas. S&o conhecidos na técnica meios de
cultura e condicgbdes apropriadas para as células hospedeiras
anteriormente descritas. Os vetores adequados irédo ser
facilmente percetiveis ao especialista na técnica. A introducédo
de wuma construcdo de vetor numa célula hospedeira pode ser
efetuada por transfeccdo de fosfato de célcio, transfeccéo
mediada por DEAE-dextrano, transfeccdo mediada por 1lipido
catidénico, electroporacdo, transducdo, infecdo ou outros métodos
conhecidos. Tais métodos sdo descritos na técnica, tal como
Sambrook, supra, Capitulos 1-4 e 16-18; Ausubel, supra,
Capitulos 1, 9, 13, 15, 1e6.

Pelo menos um anticorpo da presente invengdo pode ser expresso
numa forma modificada, tal como uma proteina de fusdo, e pode
incluir né&do apenas sinais de secrecdo mas, também, regides
funcionais heterdélogas adicionais. Por exemplo, uma regido de
aminodcidos adicionais, particularmente aminodcidos carregados,
pode ser adicionada a extremidade N de um anticorpo, de modo a
melhorar a estabilidade e persisténcia na célula hospedeira,
durante a purificacdo ou durante a manipulacdo e armazenamento

subsequentes. Podem, também, ser adicionados grupos peptidicos a
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um anticorpo da presente invencdo, de modo a facilitar a
purificacéo. Tais regides podem ser removidas antes da
preparacdo final de um anticorpo ou, pelo menos, um seu
fragmento. Tais métodos sdo descritos em muitos manuais de
laboratério de referéncia, tais como Sambrook, supra, Capitulos

17.29-17.42 e 18.1-18.74; Ausubel, supra, Capitulos 16, 17 e 18.

Os especilalistas na técnica estdo bem informados dos numerosos
sistemas de expressdo disponiveis para expressdo de um A&cido

nucleico codificando uma proteina da presente invencédo.

Alternativamente, os &4cidos nucleicos da presente invencdo podem
ser expressos numa célula hospedeira por ligacéo (por
manipulacdo) numa célula hospedeira que contém ADN enddgeno
codificando um anticorpo da presente invencdo. Tais métodos sio
bem conhecidos na técnica, e. g., como descritos nas patentes US

N° 5580734, 5641670, 5733746 e 5733761.

As células de mamifero s&o ilustrativas de culturas celulares
Uteis para a producdo dos anticorpos, porcdes especificadas ou
suas variantes. 0Os sistemas de células de mamifero irdo ser,
frequentemente, na forma de monocamadas de células, embora
possam ser também utilizadas as suspensdes de células de
mamifero ou biorreatores. Um certo numero de linhas de células
hospedeiras adequadas, capazes de expressdo de proteinas
glicosiladas intactas, foi desenvolvido na técnica e inclui as
linhas celulares CO0S-1 (e. g., ATCC CRL 1650), CO0S-7 (e. g.,
ATCC CRL-1651), HEK293, BHK21 (e. g., ATCC CRL-10), CHO (e. g.,
ATCC CRL 1610) e BSC-1 (e. g., ATCC CRL-26), células Cos-7,
células CHO, células hep G2, P3X63Ag8.653, SP2/0-Agl4d, células
293, células Hela e semelhantes que estdo facilmente disponiveis
a partir de, por exemplo, American Type Culture Collection,

Manassas, Va (www.atcc.org). As células hospedeiras preferidas
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incluem células de origem linfdide, tais como células de mieloma
e linfoma. Células hospedeiras particularmente preferidas sdo as
células P3X63Ag8.653 (Numero de Acesso ATCC CRL-1580) e as
células SP2/0-Agl4d (Numero de Acesso ATCC CRL-1851). Numa forma
de realizacdo particularmente preferida, a célula recombinante é

uma célula P3X63Ab8.653 ou uma célula SP2/0-Agl4.

Os vetores de expressdo para estas células podem incluir uma ou
mais das seguintes sequéncias de controlo de expressdo, tal como
mas ndo limitadas a uma origem de replicacdo; um promotor (e.
g., promotores tardios ou precoces de SV40, o promotor de CMV
(Pat. US N° 5168062; 5385839), promotor tk de HSV, promotor pgk
(fosfoglicerato <cinase), promotor de EF-1 alfa (Pat. US N°
5266491), pelo menos um promotor de imunoglobulina humana,
estimulador e/ou sitios de de informacdo de processamento, tais
como sitios de ligacdo de ribossoma, sitios de excisdo de ARN,
sitios de poliadenilacédo (e. g., sitio de adicdo poli A do Ag T
de grandes dimensdes de SV40) e sequéncias terminadoras
transcricionais. Ver, e. g., Ausubel et al., supra; Sambrook et
al., supra. Outras células TUUteis para producdo de A&cidos
nucleicos ou proteinas da presente invencdo sdo conhecidas e/ou
estdo disponiveis, por exemplo, a partir da American Type
Culture Collection Catalogue of Cell Lines and Hybridomas

(www.atcc.org) ou outras fontes conhecidas ou comerciais.

Quando s&do empregues células hospedeiras eucaridticas, s&o
tipicamente incorporadas no vetor sequéncias de poliadenilacéo
ou terminadoras de transcricdo. Um exemplo de uma sequéncia
terminadora € a sequéncia de poliadenilacdo do gene da hormona
do crescimento bovina. Podem ser, também, incluidas sequéncias
para excisdo precisa do transcrito. Um exemplo de uma sequéncia
de excisdo é o intrdo VPl de SV40 (Sprague et al., J. Virol.

45:773-781 (1983)). Adicionalmente, podem ser incorporadas no
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vetor sequéncias génicas para o controlo da replicacdo na célula

hospedeira, como conhecido na técnica.

Purificagcdo de um Anticorpo

Um anticorpo anti-TNF pode ser recuperado e purificado a partir
de culturas de células recombinantes por métodos bem conhecidos,
incluindo mas nédo limitados a purificacdo de proteina A,
precipitacdo por sulfato de amdénio ou etanol, extraccdo é&cida,
cromatografia de permuta anidénica ou catidnica, cromatografia de
fosfocelulose, cromatografia de interacéo hidrdéfoba,
cromatografia de afinidade, cromatografia de hidroxilapatite e
cromatografia de lectina. A cromatografia 1liquida de alta
resolucdo (“HPLC”) pode ser, também, empregue para purificacéio.
Ver, e. g., Colligan, Current Protocols in Immunology, ou
Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NI, NI,

(1997-2001), e. g., Capitulos 1, 4, 6, 8, 9, 10.

Os anticorpos da presente invencdo incluem produtos naturalmente
purificados, produtos de processos de sintese quimica e produtos
produzidos por técnicas recombinantes a partir de um hospedeiro
eucaridtico, incluindo, por exemplo, células de levedura,
plantas superiores, de inseto e de mamifero. Dependendo do
hospedeiro empregue num processo de produgdo recombinante, o
anticorpo da presente invencdo pode ser glicosilado ou pode ser
ndo glicosilado, com glicosilado preferido. Tais métodos sé&o
descritos em muitos manuais de laboratdério de referéncia, tais
como Sambrook, supra, Secgdes 17.37-17.42; Ausubel, supra,
Capitulos 10, 12, 13, 16, 18 e 20, Colligan, Protein Science,

supra, Capitulos 12-14.
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Anticorpos Anti-TNF

Os anticorpos isolados da presente invencdo compreendem a
sequéncia de aminodcidos de anticorpo especifica exposta nas
reivindicacdes anexas, codificada por gqualgquer polinucledtido
adequado, ou gqualquer anticorpo isolado ou preparado. De um modo
preferido, o anticorpo humano liga-se a TNF humano e, desse
modo, neutraliza parcialmente ou substancialmente, pelo menos,
uma atividade bioldgica da proteina. Um anticorpo que neutraliza
parcialmente ou, de um modo preferido, substancialmente, pelo
menos, uma atividade bioldbdgica de, pelo menos, uma proteina ou
fragmento TNF pode ligar-se a proteina ou fragmento e, desse
modo, inibir atividades mediadas através da ligacdo de TNF ao
recetor de TNF ou através de outros mecanismos dependentes ou
mediados por TINF. Como aqui wutilizado, o termo “anticorpo
neutralizante” refere-se a um anticorpo gque pode inibir uma
atividade dependente de TNF em cerca de 20-120%, de um modo
preferido, em, pelo menos, cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100%
ou mais, dependendo do ensaio. A capacidade de um anticorpo
anti-TNF inibir uma atividade dependente de TNF &, de um modo
preferido, avaliada por, pelo menos, ensaio de proteina ou
recetor de TNF adequado, como aqui descrito e/ou como conhecido
na técnica. Um anticorpo humano da invencdo pode ser de qualquer
classe (IgG, 1IgA, 1IgM, IgE, 1IgD, etc.) ou isdétipo e pode
compreender uma cadeia leve capa ou lambda. Numa forma de
realizacdo, o anticorpo humano compreende uma cadeia pesada de
IgG ou fragmento definido, por exemplo, pelo menos um dos
isétipos, IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Os anticorpos deste tipo
podem ser preparados por emprego de um murganho transgénico ou
outro mamifero ndo humano transgénico compreendendo, pelo menos,
uma cadeia leve humana (e. g., IgG, IgA e IgM (e. g., Vvl1, V2,

v3, v4), transgenes como aqui descrito e/ou como conhecidos na
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técnica. Noutra forma de realizacdo, o anticorpo humano anti-TNF
humano compreende uma cadeia pesada de IgGl e uma cadeia leve de

IgGl.

Pelo menos um anticorpo da invencdo liga-se a, pelo menos, um
epitopo especificado especifico de, pelo menos, uma proteina
TNF, subunidade, fragmento, porcdo ou gualquer sua combinacdo.
0, pelo menos um, epitopo pode compreender, pelo menos, uma
regido de ligacdo de anticorpo que compreende, pelo menos, uma
porcdo da referida proteina, epitopo que &, de um modo
preferido, constituido por, pelo menos, uma porc¢ado extracelular,
soluvel, hidréfila, externa ou citoplasmatica da referida
proteina. 0, pelo menos um, epitopo especificado pode
compreender qualquer combinacdo de, pelo menos, uma sequéncia de
aminodcidos de, pelo menos, 1-3 aminoécidos até a porcgéo

especificada completa de aminodcidos contiguos da SEQ ID N° 9.

O anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio da presente
invencdo ¢ um anticorpo monoclonal ou fragmento de ligacdo ao
antigénio possuindo trés CDRs de cadeias pesadas e trés CDRs da
cadeia leve, em que as trés CDRs da cadeia pesada tém a
sequéncia de aminodcidos das CDRs correspondentes de mAb humano
TNV 148 como descritas na Figura 4; as trés CDRs da cadeia leve
tém a sequéncia de aminodcidos das CDRs correspondentes de mAb
TNV148 como descritas na Figura 5; e o anticorpo ou fragmento
liga-se a TNF humano com um Ky igual ou inferior a 0,1-9,9 x 107
M. Tais anticorpos podem ser preparados juntando-se quimicamente
entre si as diferentes partes (por exemplo, CDR, estrutura) do
anticorpo utilizando técnicas convencionais, por preparacdo e
expressdo de uma (isto ¢é, uma ou mais) molécula de &cido
nucleico que codifica o anticorpo utilizando técnicas
convencionais de tecnologia de ADN recombinante ou utilizando

qualquer outro método adequado.
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O anticorpo anti-TNF pode compreender as regides varidveis de
cadeias pesadas e cadeias leves de um de mAb TNV 148 e mAb
TNV148B, como descrito nas Figuras 4 e 5. 0Os anticorpos que se
ligam a TNF humano e que compreendem uma regido variavel
definida de <cadeia pesada ou leve podem ser preparados
utilizando métodos adequados, tal como apresentacdo fagica
(Katsube, Y. et al., Int J Mol. Med, 1(5):863-868 (1998)) ou
métodos gque empregam animais transgénicos, como conhecidos na
técnica e/ou como aqui descrito. Por exemplo, murganho
transgénico, compreendendo um transgene de cadeia pesada de
imunoglobulina humana funcionalmente rearranjado e um transgene
compreendendo ADN de um ldécus de cadeia leve de imunoglobulina
humana que pode ser submetido a rearranjo funcional, pode ser
imunizado com TNF humano ou um seu fragmento, de modo a deduzir
a producdo de anticorpos. Se desejado, as células produzindo
anticorpos podem ser isoladas e os hibridomas ou outras células
imortalizadas produzindo anticorpos podem ser preparados como
aqui descrito e/ou como conhecido na técnica. Alternativamente,
o0 anticorpo, porcdo especificada ou variante pode ser expresso
utilizando o &cido nucleico codificante ou sua porcdo numa

célula hospedeira adequada.

Uma substituicao conservativa de aminoacido refere-se a
substituicdo de um primeiro aminodcido por um segundo aminoécido
que tenha propriedades guimicas e/ou fisicas (e. g., carga,
estrutura, polaridade, hidrofobicidade/hidrofilicidade) que
sejam semelhantes aquelas do primeiro aminoacido. As
substituicdes conservativas incluem a substituicdo de um
aminodcido por outro dentro dos seguintes grupos: lisina (K),
arginina (R) e histidina (H); aspartato (D) e glutamato (E);
asparagina (N), glutamina (Q), serina (S), treonina (T,
tirosina (Y), K, R, H, D e E; alanina (A), valina (V), leucina

(L), isoleucina (I), prolina (P), fenilalanina (F), triptofano
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(W), metionina (M), cisteina (C) e glicina (G); F, We Y; C, S e

T.

Cédigos de Aminoacidos

Os aminoédcidos que compdem o0s anticorpos anti-TNEF da presente
invencdo s&do, freguentemente, abreviados. As designacdes de
aminodcidos podem ser indicadas por designacdo do aminoécido
pelo seu cdédigo de uma Unica letra, cdéddigo de trés letras, nome
ou coddo (coddes) de trés nucledtidos, como & bem compreendido
na técnica (ver Alberts, B. et al., Molecular Biology of The
Cell, Terceira Ed., Garland Publishing, Inc., Nova Iorque,

1994) .

cODIGO DE UMA UNICA cODIGO DE NOME CODAO (CODOES) DE
LETRA TRES TRES NUCLEOTIDOS
LETRAS
A Ala Alanina GCA, GCC, GCG,
GCU
C Cys Cisteina UGC, UGU
D Asp Acido GAC, GAU
aspartico
E Glu Acido GAA, GAG
glutémico
F Phe Fenilalanina|UUC, UUU
G Gly Glicina GGA, GGC, GGG,
GGU
H His Histidina CAC, CAU
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(continuacéo)

cODIGO DE UMA UNICA cODIGO DE NOME CODAO (CODOES) DE
LETRA TRES TRES NUCLEOTIDOS
LETRAS

I Ile Isoleucina AUA, AUC, AUU

K Lys Lisina AAA, AAG

L Leu Leucina uuaA, UUG, CUA,
cuc, CcuG, Ccuu

M Met Metionina AUG

N Asn Asparagina AAC, AAU

P Pro Prolina cca, CcCc, cCcCG,
CCU

0 Gln Glutamina CAA, CAG

R Arg Arginina AGA, AGG, CGA,
CGC, CGG, CGU

S Ser Serina AGC, AGU, UCA,
ucc, ucG, UcCU

T Thr Treonina ACA, ACC, ACG,
ACU

\Y Val Valina GUA, GUC, GUG,
GUU

W Trp Triptofano UGG

Y Tyr Tirosina UAC, UAU

Um anticorpo anti-TNF da presente invencdo pode incluir uma

mais substituicbes de amino&cidos,

mutacdes naturais ou manipulacdo humana,
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Certamente, o nuUmero de substituicdes de aminodcidos que um
especialista na técnica poderia fazer depende de muitos fatores,
incluindo aqueles descritos anteriormente. De um modo geral, ©
nimero de substituicgdes, insercdes ou delecdes de aminoacidos
para um qualquer anticorpo, fragmento ou variante de anti-TNF
ndo irad ser mais de 40, 30, 20, 19, 18, 17, 1le¢, 15, 14, 13, 12,
i1, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1, tal como 1-30 ou qualqgquer

gama ou seu valor, como aqui especificado.

Os aminodcidos num anticorpo anti-TNF da presente invencdo que
sdo essenciais para funcdo podem ser identificados por métodos
conhecidos na técnica, tal como mutagénese dirigida pontual ou
mutagénese de rastreio de alanina (e. g., Ausubel, supra,
Capitulos 8, 15; Cunningham e Wells, Science 244:1081-1085
(1989)). O 1ultimo processo introduz mutacdes simples de alanina
em cada residuo na molécula. As moléculas mutantes resultantes
sdo, depois, testadas para atividade bioldgica, tal como mas néo
limitada a, pelo menos, uma atividade neutralizante de TNF. Os
sitios que s&o criticos para a ligacdo de anticorpo podem ser,
também, identificados por analise estrutural, tais como
cristalizacdo, ressondncia magnética nuclear ou marcacdo de
fotoafinidade (Smith et al., J. Mol. Biol. 224:899-904 (1992) e
de Vos et al., Science 255:306-312 (1992)).

Como os especialistas na técnica irdo entender, a presente
invencdo inclui, pelo menos, um anticorpo biologicamente ativo
da presente invencdo. Os anticorpos biologicamente activos tém
uma atividade especifica de, pelo menos, 20%, 30% ou 40% e, de
um modo preferido, pelo menos, 50%, 60% ou 70% e, de um modo
muito preferido, pelo menos, 80%, 90% ou 95%-100% da do
anticorpo nativo (ndo sintético), endbgeno ou relacionado ou

conhecido. 0Os métodos de ensaio e medidas de quantificacdo de
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atividade enzimdtica e especificidade de substrato sdo bem

conhecidos dos especialistas na técnica.

Num outro aspeto, a invencdo refere-se a anticorpos humanos e
fragmentos de ligacdo ao antigénio, como aqui descritos, que séo
modificados pela ligacdo covalente de uma fracdo orgénica. Tal
modificacdo pode produzir um anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigénio com propriedades farmacocinéticas melhoradas (por
exemplo, o aumento da meia-vida in vivo no soro). O radical
orgénico pode ser um grupo polimérico linear ou ramificado
hidré6filo, grupo de &cido gordo, ou um grupo éster de 4&cido
gordo. Em formas de realizacdo particulares, o grupo hidrdéfilo
polimérico pode ter um peso molecular de cerca de 800 a cerca de
120000 Daltons e pode ser um polialcano glicol (por exemplo,
polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol (PPG)), o)
polimero de hidrato de carbono, aminocdcido ou polimero de
polivinilo pirrolidona, e o &cido gordo ou o grupo éster de
dcido gordo pode compreender desde cerca de oito a cerca de

quarenta &tomos de carbono.

Os anticorpos modificados e fragmentos de ligacdo ao antigénio
da invencdo pode compreender um oOUu mais grupos organicos que s&o
covalentemente ligados, diretamente ou indiretamente, ao
anticorpo. Cada grupo orgédnico que estd ligado a um anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigénio da invencdo ©pode ser,
independentemente, um grupo polimérico hidréfilo, um grupo de
dcido gordo ou um grupo éster de é4cido gordo. Tal como aqgui
utilizado, o termo "acido gordo" engloba os Acidos mono-
carboxilicos e 4cidos dicarboxilicos. Um "grupo polimérico
hidréfilo", como o termo ¢é aqui wutilizado, refere-se a um
polimero orgdnico que é mais soluvel em &gua do que em octano.

Por exemplo, a polilisina é mais soluvel em &agua do gue em
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octano. Assim, um anticorpo modificado pela ligacdo covalente de
polilisina ¢é abrangido pela invencédo. Os polimeros hidrofilicos
adequados para modificar anticorpos da invencdo podem ser
lineares ou ramificados e incluem, por exemplo, glicdis
polialcano (por exemplo, PEG, monornethoxy-polietilenoglicol
(mPEG), PPG e semelhantes), hidratos de carbono (por exemplo,
dextrano, celulose, oligossacidos, polissacéridos e
semelhantes), polimeros de acidos amino hidrofilico (por
exemplo, polilisina, poliarginina, poliaspartato e semelhantes),
6xidos de polialcano (por exemplo, 6xido de polietileno, 6xido
de polipropileno e semelhantes) e polivinilpirrolidona. De
preferéncia, o polimero hidrofilico que modifica o anticorpo da
invencdo tem um peso molecular de cerca de 800 a cerca de 150000
Daltons como uma entidade molecular separada. Por exemplo, pode
ser utilizado PEGsgy €© PEGoppoo, em gque o subscrito €& o peso
molecular médio do polimero em Daltons. O grupo polimérico
hidré6filo pode ser substituido com um a cerca de seis grupos
alquilo, grupos de 4cidos gordos ou ésteres de 4cidos gordos. Os
polimeros hidrofilicos que sé&do substituidos com um grupo éster
de &4cido gordo ou &cido gordo podem ser preparados empregando
métodos adequados. Por exemplo, um polimero compreendendo um
grupo amina pode ser acoplado a um carboxilato do éster de &acido
gordo ou &acido gordo, e um carboxilato ativado (por exemplo,
ativado com N, N-carbonil-di-imidazole) num &cido gordo ou éster
de 4&cido gordo pode ser acoplado a um grupo hidroxilo de um

polimero.

Os 4cidos gordos e ésteres de 4&cidos gordos adequados para
modificacdo de anticorpos da invencdo podem ser saturados ou
podem conter uma ou mais unidades de insaturacdo. 0Os &cidos
gordos que sdo adequados para modificacdo de anticorpos da
invencdo incluem, por exemplo, n-dodecanoato (Cip, laurato),

n-tetradecanoato (Cqg4, miristato), n-octadecanoato
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(C1g, estearato), n-eicosanoato (C,y, araquidato), n-docosanoato
(Czz2, be-henato), n-triacontanocato (Csp), n-tetracontanoato (Cap),
cis-A9-octadecanoato (C1g, oleato), todos 0s
cis-A5,8,11,14-eicosatetraenoatos (Cyo, araquidonato), acido
octanodidico, &cido tetradecanodidico, &cido octadecanodidico,
4cido docosanodidéico e semelhantes. Esteres de 4&cidos gordos
adequados incluem mono-ésteres de 4&cidos dicarboxilicos qgue
compreendem um grupo alquilo inferior, linear ou ramificado. O
grupo alquilo inferior pode compreender desde um a cerca de

doze, de um modo preferido, a cerca de seis a&tomos de carbono.

Os anticorpos humanos modificados podem ser preparados
utilizando métodos adequados, tal como por reacdo com um ou mais
agentes de modificacdo. Um “agente de modificacd&o” como o termo
¢ aqui utilizado, refere-se a um grupo orgadnico adequado (e. g.,
polimero hidréfilo, 4&cido gordo, éster de &cido gordo) que
compreende um grupo de ativacdo. Um “grupo de ativacdo” & um
grupo guimico ou grupo funcional que pode, sob condicdes
apropriadas, reagir com um segundo grupo quimico formando, desse
modo, uma ligacdo covalente entre o agente de modificacdo e o
segundo grupo qguimico. Por exemplo, o0s grupos de ativacéo
reativos com aminas incluem grupos eletrdéfilos, tais como
tosilato, mesilato, halo (cloro, bromo, fluoro, iodo), ésteres
de N-hidroxissuccinimidilo (NHS) e semelhantes. Os grupos de
ativacdo que podem reagir com tidis incluem, por exemplo,
maleimido, iodoacetilo, acrilolilo, dissulfuretos de piridilo,
tiol de é&cido 5-tiol-2-nitrobenzdico (TNB-tiol) e semelhantes.
Um grupo funcional aldeido pode ser ligado a moléculas contendo
amina ou hidrazida e um grupo azida pode reagir com um grupo
fosforoso trivalente, de modo a formar ligacdes fosforamidato ou
fosforimida. Os métodos adequados para a introducdo de grupos de
ativacdo em moleculas sdo conhecidos na técnica (ver, por

exemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques. Academic
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Press: San Diego, CA (1996)). Um grupo de ativacdo pode ser
ligado direitamente ao grupo orgénico (e. g., polimero
hidréfilo, &cido gordo, éster de &4cido gordo) ou através de um
grupo ligante, por exemplo um grupo C;-C;, divalente, em gue um

ou mais 4tomos de carbono podem ser substituidos por um

heterodtomo, tais como oxigénio, azoto ou enxofre. Grupos
ligantes adequados incluem, por exemplo,
tetraetilenoglicol, - (CH,)s3-, -NH-(CH,;)¢-NH-, - (CH,),-NH- e -CH,0-
CH,-CH,-0-CH-CH,-0-CH-NH-. Os agentes de modificacé&o que

compreendem um grupo ligante podem ser produzidos, por exemplo,
fazendo reagir uma mono-Boc-alquildiamina (e. g., mono-Boc-
etilenodiamina, mono-Boc-diaminohexano) com um &cido gordo na
presenca de l-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC),
de modo a formar uma ligacdo amida entre a amina livre e o
carboxilato de é4cido gordo. O grupo protetor Boc pode ser
removido do produto por tratamento com &cido trifluorocacético
(TFA), de modo a expor uma amina primdria que pode ser ligada a
outro carboxilato, como descrito, ou pode ser feito reagir com
anidrido maleico e o produto resultante ciclizado, de modo a
produzir um derivado maleimido ativado do &cido gordo. (Ver, por

exemplo, Thompson et al., documento WO 92/16221.

Os anticorpos modificados da invencdo podem ser produzidos
fazendo reagir um anticorpo humano com um agente de modificacéo.
Por exemplo, 0s grupos orgédnicos podem ser ligados ao anticorpo
num modo ndo especifico de sitio por utilizacdo de um agente de
modificacdo reativo com aminas, por exemplo, éster de NHS de
PEG. Os anticorpos humanos modificados podem ser, também,
preparados por reducdo de ligacgdes dissulfureto (e. g., ligacdes
dissulfureto intra-cadeia) de um anticorpo ou fragmento de
ligacdo de antigénio. O anticorpo reduzido pode ser, depois,
colocado em reacdo com um agente de modificacdo reativo a tidis,

de modo a produzir o anticorpo modificado da invencdo. Os
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anticorpos humanos modificados compreendendo um grupo oOrganico
que estd ligado a sitios especificos de um anticorpo da presente
invencdo podem ser preparados utilizando métodos adequados, tal
como protedlise reversa (Fisch et al., Bioconjugate Chem.,
3:147-153 (1992); Werlen et al., Bioconjugate Chem., 5:411-417
(1994); Kumaran et al., Protein Sci. 6(10): 2233-2241 (1997):
Itoh et al., Bioorg. Chem., 24(1): 59-68 (1996); Capellas
et al., Biotechnol. Bioceng., 56(4): 456-463 (1997)) e os métodos
descritos em Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic

Press: San Diego, CA (199¢6).

COMPOSIGCOES DE ANTICORPOS ANTI-TNF

A presente invencdo proporciona, também, pelo menos uma
composicdo de anticorpos anti-TNF compreendendo, pelo menos, um,
pelo menos, dois, pelo menos, trés, pelo menos, quatro, pelo
menos, cinco, pelo menos, sSeis ou mais anticorpos anti-TNF
deste, como aqui descrito e/ou como conhecidos na técnica que
sdo proporcionados numa composicéo, mistura ou forma de

ocorréncia ndo natural.

As composicdes de anticorpos anti-TNF da presente invencdo podem
compreender adicionalmente, pelo menos, uma de qualquer
quantidade adequada e eficaz de uma composicdo ou composicédo
farmacéutica compreendendo, pelo menos, um anticorpo anti-TNF
para uma célula, tecido, dérgdo, animal ou doente a necessitar de
tal modulacéo, tratamento ou terapia, opcionalmente
compreendendo, adicionalmente, pelo menos, um selecionado de,
pelo menos, um antagonista de TNF (e. g., mas ndo limitado a um
anticorpo ou fragmento de TNF, recetor ou fragmento de TNF
soltivel, proteinas de fusdo destes, ou uma pequena molécula

antagonista de TNEF) , antirreumético (e. g., metotrexato,
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auranofina, aurotioglucose, azatioprina, etanercept, tiomalato
sédico de ouro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida,

sulfasalzina), relaxante muscular, narcdtico, fadrmaco anti-

inflamatério ndo esterdide (NSAID), analgésico, anestésico,
sedativo, anestésico local, bloqueador neuromuscular,
antimicrobiano (e. 9., aminoglicosida, antiftngico,
antiparasitico, antivirico, carbapenemn, cefalosporina, uma

flurorquinolona, macrolide, uma penicilina, uma sulfonamida, uma
tetraciclina, outro antimicrobiano),um antipsoriéatico,
corticosteroide, esteroide anabdlico, agente relacionado com a
diabetes, mineral, nutricional, agente de tiroide, uma vitamina,
uma hormona relacionada com 0 célcio, antidiarreico,
antittssico, antiemético, antitlceroso, laxante, anticoagulante,
uma eritropoietina (e. g., epoetina alfa), filgrastim (e. g., G-
CSF, Neupogen), sargramostim (GM-CSF, Leuquina), uma imunizacédo,
uma imunoglobulina, imunossupressor (e. g., basiliximab,
ciclosporina, daclizumab), uma hormona do crescimento, férmaco
de substituicdo hormonal, modulador do recetor de estrogénios,
midridtico, cicloplégico, agente alquilante, antimetabolito,
inibidor mitdtico, medicamento radioativo, antidepressivo,
agente antimaniaco, antipsicético, ansiolitico, hipnético,
simpatomimético, estimulante, donepezil, tacrina, uma medicacéo
para a asma, beta-agonista, esteroide inalado, inibidor
leucotrieno, uma metilxantina, uma cromolina, epinefrina ou
analogo, dornase alfa (Pulmozyme) , uma citocina ou um
antagonista da citoguina. Exemplos ndo limitativos de tais
citoquinas incluem mas ndo estdo limitados a qualquer de IL-1 a
IL-23. As dosagens adequadas sdo bem conhecidas na técnica. Ver,
e. g., Wells et al., eds., Pharmacotherapy Handbook, 2% Edicéo,
Appleton e Lange, Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopoeia,
Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Edicdo Especial, Tarascon

Publishing, Loma Linda, CA (2000).
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Tais anticancerosos ou anti-infecciosos podem, também, incluir
moléculas de toxinas que estéo associadas, ligadas,
co-formuladas ou coadministradas com, pelo menos, um anticorpo
da presente invencdo. A toxina pode, opcionalmente, atuar para
seletivamente provocar a morte a célula ou tecido patoldgico. A
célula patoldgica pode ser uma célula de cancro ou outra. Tais
toxinas podem ser mas n&do estdo limitadas a toxina purificada ou
recombinante ou fragmento de toxina compreendendo, pelo menos,
um dominio citotéxico funcional de toxina, e. g., selecionado
de, pelo menos, um de ricina, toxina da difteria, uma toxina de
veneno ou uma toxina bacteriana. O termo toxina inclui, também,
endotoxinas e exotoxinas produzidas por quaisquer bactérias ou
virus de ocorréncia natural, mutantes ou recombinantes que
possam causar qualgquer estado patoldégico em humanos e outros
mamiferos, incluindo a toxina do choque, que pode resultar em
morte. Tais toxinas podem incluir mas ndo estdo limitadas a
enterotoxina termoinstédvel enterotoxigénica de E. coli (LT),
enterotoxina termoestéavel (ST), citotoxina de Shigella,
enterotoxinas de Aeromonas, toxina-1 da sindrome do choque
téxico (TSST-1), enterotoxina A Estafilocdécica (SEA), B (SEB),
ou C (SEC), enterotoxinas Estreptocdcicas e semelhantes. Tais

bactérias incluem mas ndo estdo limitadas a estirpes de uma

espécie de E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorréagica (e. g., estirpes de serotipo 0157:H7),
espécies de Estafilococos (e. g., Staphylococcus  aureus,

Staphylococcus pyogenes), espécies de Shigella (e. g., Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella boydii e Shigella
sonnei), espécies de Salmonella (e. g., Salmonella typhi,
Salmonella cholera-suis, Salmonella enteritidis), espécies de
Clostridium (e. g., Clostridium  perfringens, Clostridium
dificile, Clostridium botulinum), espécies de Camphlobacter (e.
g., Camphlobacter jejuni, Camphlobacter fetus), espécies de

Heliobacter (e. g., Heliobacter pylori), espécies de Aeroinonas
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(e. g., Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae), Pleisomonas shigelloides, Yersina enterocolitica,
espécies de Vibrios (e. g., Vibrios cholerae, Vibrios
parahemolyticus), espécies de Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa
e Streptococci. Ver, e. g., Stein, ed., INTERNAL MEDICINE, 3°
ed., pp 1-13, Little, Brown e Co., Boston, (1990); Evans et al.,
eds., Bacterial Infections of Humans: Epidemiology and Control,
2% Ed., pp 239-254, Plenum Medical Book Co., Nova Iorque (1991);
Mandell et al., Principles and Practice of Infectious Diseases,
3%  Ed., Churchill Livingstone, Nova Iorqgue (1990); Berkow
et al., eds., The Merck Manual, 16% edicdo, Merck and Co.,
Rahway, N.J., 1992; Wood et al., FEMS Microbiology Immunology,
76:121-134 (1991); Marrack et al., Science, 248:705-711 (1990).

Os compostos composicdes ou combinacdes de anticorpos anti-TNF,
da presente invencdo podem adicionalmente compreender, pelo
menos, um de qualquer auxiliar adequado, tais como mas néo
limitado a diluente, aglutinante, estabilizante, tampdes, sais,
solventes lipéfilos, conservante, adjuvante ou semelhantes. Sé&o
preferidos os auxiliares farmaceuticamente aceitaveis. Exemplos
ndo limitativos e métodos de preparacdo de tais solucdes
estéreis sdo bem conhecidos na técnica, tal como mas néo
limitados a Gennaro, Ed., Remington’s Pharmaceutical Sciences,
18¢ Edicdo, Mack Publishing Co. (Easton, PA) 1990. 0Os veiculos
farmaceuticamente aceitéveis podem ser rotineiramente
selecionados, 08 quais sejam adequados para o modo de
administracdo, solubilidade e/ou estabilidade da composicdo de
anticorpos anti-TNF, como bem conhecido na técnica ou como aqui

descrito.

Excipientes e aditivos farmacéuticos uteis na presente
composicdo incluem mas ndo estdo limitados a proteinas,

péptidos, aminocdcidos, lipidos e hidratos de carbono (e. g.,
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aclucares, incluindo monossacaridos, di-, tri-, tetra- e
oligossacaridos; acucares derivatizados, tais como alditdis,
4dcidos alddénicos, acucares esterificados e semelhantes; e
polissacéridos ou ©polimeros de acucares) que podem estar
presentes isoladamente ou em combinacéo compreendendo,
isoladamente ou em combinacdo, 1-99,99%, em peso ou volume.
Excipientes de proteina exemplificativos incluem albumina
sérica, tais como albumina sérica humana (HSA), albumina humana
recombinante (rHA), gelatina, caseina e semelhantes. Componentes
de aminoédcidos/anticorpos representativos que podem, também,
funcionar numa capacidade de tamponizacdo incluem alanina,
glicina, arginina, betaina, histidina, &cido glutédmico, &cido
aspartico, cisteina, lisina, leucina, isoleucina, valina,
metionina, fenilalanina, aspartame e semelhantes. Um amino&cido

preferido é a glicina.

Excipientes de hidratos de carbono adequados para utilizacdo na
invencdo incluem, por exemplo, monossacaridos tais como frutose,
maltose, galactose, glucose, D-manose, sorbose e semelhantes;
dissacéaridos, tals como lactose, sacarose, trealose, celobiose e
semelhantes; polissacédridos, tais como rafinose, melezitose,
maltodextrinas, dextranos, amidos e semelhantes; e alditdis,
talis como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol sorbitol
(glucitol), mioinositol e semelhantes. Excipientes de hidratos
de carbono preferidos para utilizacdo na presente invencdo sé&o

manitol, trealose e rafinose.

As composicdes de anticorpos anti-TNF podem, também, incluir um
tampdo ou um agente de regulacdo de pH; tipicamente, o tampdo é
um sal preparado a partir de um &cido ou base orgdnico. Tampdes
representativos incluem sais de &acidos organicos, tais como sais
de é&cido <citrico, dcido ascodrbico, dcido glucédnico, acido

carbdénico, &cido tartarico, &cido succinico, é&cido acético ou
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dcido ftélico; Tris, cloridrato de trometamina ou tampdes de
fosfatos. Os tampdes preferidos para utilizacdo nas presentes

composicdes sdo sais de acidos orgdnicos, tal com citrato.

Adicionalmente, as composicdes de anticorpos anti-TNF da
invencdo podem incluir excipientes/aditivos poliméricos, tais
como polivinilpirrolidonas, ficdis (um aclcar polimérico),
dextratos (e. g., ciclodextrinas, tal como 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina), polietilenoglicdis, agentes aromatizantes,
agentes antimicrobianos, adocantes, antioxidantes, agentes
antiestédticos, tensioativos (e. g., polissorbatos, tais como
“TWEEN 20”7 e “IWEEN 80”), lipidos (e. g., fosfolipidos, &cidos
gordos), esterdides (e. g., colesterol) e agentes guelantes (e.

g., EDTA).

Estes e excipientes e/ou aditivos farmacéuticos conhecidos
adicionais adequados para utilizacéo nas composicdes de
anticorpos anti-TNF de acordo com a invencdo s&o conhecidos na
técnica, e. g., como listados em “Remington: The Science &
Practice of Pharmacy”, 192 ed., Williams & Williams, (1995), e
no “Physician’s Desk Reference”, 522 ed., Medical Economics,
Montvale, NJ (1998). 0Os veiculos ou materiais excipientes
preferidos s&o os hidratos de carbono (e. g., sacéaridos e

alditdis) e tampdes (e. g., citrato) ou agentes poliméricos.

Formulacdes

Como mencionado anteriormente, a invencdo proporciona
formulacdes estdveis que sdo, de um modo preferido, tampdo de
fosfatos com solucdo salina ou um sal escolhido, assim como
solugdes conservadas e formulacdes contendo um conservante,

assim como formulacdes conservadas para multiutilizacdes
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adequadas para utilizacédo farmacéutica ou veterindria
compreendendo, pelo menos, um anticorpo anti-TNF numa formulacédo
farmaceuticamente aceitédvel. As formulacdes conservadas contém,
pelo menos, um conservante conhecido ou, opcionalmente,
selecionado do grupo consistindo em, pelo menos, um fenol,
m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, &lcool Dbenzilico,
nitrito fenilmercurico, fenoxietanol, formaldeido, clorobutanol,
cloreto de magnésio (e. g., hexa-hidrato), alguilparabeno
(metilo, etilo, propilo, butilo e semelhantes), cloreto de
benzalcénio, cloreto de benzotdnio, desidroacetato de sddio e
timerosal ou misturas destes num diluente aguoso. Qualguer
concentracdo ou mistura adequada pode ser utilizada, como
conhecida na técnica, tal como 0,001-5%, ou qualguer gama ou Sseu
valor, tal como mas ndo limitado a 0,001, 0,003, 0,005, 0,009,
0,01, 0,02, 0,03, 0,05, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0,
2,%, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3,
3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9, 4,0, 4,3, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9
ou qualquer gama ou seu valor. Exemplos ndo limitativos incluem,
sem conservante, m-cresol a 0,1-2% (e. g., 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,9, 1,0%), 0,1-3% &lcool benzilico (e. g., 0,5, 0,9, 1,1, 1,5,
1,9, 2,0, 2,5%), timerosal a 0,001-0,5% (e. g., 0,005, 0,01y,
fenol a 0,001-2,0% (e. g., 0,05, 0,25, 0,28, 0,5, 0,9, 1,0%),
alquilparabeno(s) a 0,0005-1,0% (e. g., 0,00075, 0,0009, 0,001,
0,002, 0,005, 0,0075, 0,009, 0,01, 0,02, 0,05, 0,075, 0,09, 0,1,
0,2, 0,3, 0,5, 0,75, 0,9, 1,0%) e semelhantes.

Como notado anteriormente, a invencdo proporciona um artigo de
preparacdo, compreendendo material de embalagem e, pelo menos,
um frasquinho de vidro compreendendo uma solucdo de, pelo menos,
um anticorpo anti-TNF com 0s tampdes e/ou conservantes
prescritos, opcionalmente num diluente aquoso, em que o referido

material de embalagem compreende um rdétulo que indica gque tal
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solucdo pode ser mantida durante um periodo de 1, 2, 3, 4, 5, 6o,
°, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48, 54, 60, 66, 72 horas ou
superior. A invencdo compreende, adicionalmente, artigo de
preparacéao, compreendendo material de embalagem, primeiro
frasquinho de vidro compreendendo, pelo menos, um anticorpo
anti-TNF liofilizado e um segundo frasquinho de vidro
compreendendo um diluente aquoso de tampdo ou conservante
prescrito, em que o referido material de embalagem compreende um
rétulo que instrui um doente a reconstituir ou, pelo menos, um
anticorpo anti-TNF no diluente aquoso, de modo a formar uma
solucdo gue possa ser mantida durante um periodo de wvinte e

quatro horas ou superior.

0, pelo menos um anticorpo anti-TNF utilizado de acordo com a
presente invencdo pode ser produzido por meio recombinante,
incluindo a partir de preparacdes de células de mamifero ou
transgénicas ou pode ser purificado a partir de outras fontes

biolégicas, como aqui descrito ou como conhecidas na técnica.

A gama de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF no produto da
presente invencdo inclui quantidades que se produzem apds
reconstituicdo, se num sistema humido/seco, concentracdes de
cerca de 1,0 npg/mL a cerca de 1000 mg/mL, apesar de
concentracdes inferiores e superiores serem operaveis e estarem
dependentes do veiculo de distribuicdo pretendido, e. g., as
solucdes de formulacdo irdo diferir de adesivo transdérmico,
pulmonares, transmucosais ou métodos de bombas osmbéticas ou

microbombas.

De um modo preferido, 0 diluente aquoso, opcionalmente,
compreende adicionalmente um conservante farmaceuticamente
aceitavel. Os conservantes preferidos incluem aqueles

selecionados do grupo consistindo em fenol, m-cresol, p-cresol,
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o-cresol, clorocresol, &lcool benzilico, alquiparabeno (metilo,
etilo, propilo, butilo e semelhantes), cloreto de benzalcdnio,
cloreto de benzotédénio, desidroacetato de sdédio e timerosal ou as
suas misturas. As concentracdes de conservantes utilizadas na
formulacdo sdo uma concentracdo suficiente para produzir um
efeito antimicrobiano. Tais concentracdes estdo dependentes do
conservante selecionado e sdo facilmente determinadas pelo

especialista na técnica.

Outros excipientes, e. g., agentes de isotonicidade, tampdes,
antioxidantes, estimulantes de conservantes, podem ser
opcionalmente e, de um modo preferido, adicionados ao diluente.
Um agente de isotonicidade, tal como glicerina, ¢ geralmente
utilizado a concentracdes conhecidas. Um tampdo fisiologicamente
tolerado ¢, de um modo preferido, adicionado para proporcionar
controlo de pH melhorado. As formulacdes podem abranger um ampla
gama de pH, tal como desde cerca de pH 4 a cerca de pH 10 e
gamas preferidas desde cerca de pH 5 a cerca de pH 9 e uma gama
muito preferida desde cerca de 6,0 a cerca de 8,0. De um modo
preferido, as formulacdes da presente invencdo tém pH entre
cerca de 6,8 e cerca de 7,8. Tampdes preferidos incluem tampdes
de fosfatos, de um modo muito preferido fosfato de sdédio,

particularmente soro fisioldgico tamponado com fosfatos (PBS).

Outros aditivos, tals como solubilizantes farmaceuticamente
aceitdveis como Tween 20 (polioxietileno (20) monolaurato de
sorbitano), Tween 40 (polioxietileno (20) monopalmitato de
sorbitano), Tween 80 (polioxietileno (20) monooleato de
sorbitano), Plurdénico F68 (polioxietileno de copolimeros de
bloco de polioxipropileno) e PEG (polietilenoglicol) ou
tensioactivos ndo idénicos, tais como polissorbato 20 ou 80 ou
poloxamero 184 ou 188, polimeros Pluronic®, outros copolimeros de

bloco e quelantes, tais como EDTA e EGTA podem ser,
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opcionalmente, adicionados as formulacdes ou composicdes, de
modo a reduzir a agregacdo. Estes aditivos sdo particularmente
Uteis se for utilizada uma bomba ou recipiente de pléastico para
administrar a formulacéo. A presenca de tensioativo
farmaceuticamente aceitdvel mitiga a propensdo da proteina para

agregar.

As formulacdes da presente invencdo podem ser preparadas por um
processo gque compreende a mistura de, pelo menos, um anticorpo
anti-TNEF e um conservante selecionado do grupo consistindo em
fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, dlcool
benzilico, alquilparabeno, (metilo, etilo, propilo, butilo e
semelhantes), cloreto de Dbenzalcdédnio, cloreto de benzotdnio,
desidroacetato de sbédio e timerosal ou as suas misturas num
diluente aquoso. A mistura de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF
e conservante num diluente aquoso é efetuada utilizando
processos convencionais de dissolugdo e mistura. De modo a
preparar uma formulacdo adequada, por exemplo, uma gquantidade
medida de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF em solucédo
tamponada ¢ combinada com o conservante desejado numa solucédo
tamponada em guantidades suficientes para proporcionar a
proteina e conservante as concentracdes desejadas. As variacdes
deste processo seriam reconhecidas pelos especialistas na
técnica. Por exemplo, a ordem em gue 0S componentes sao
adicionados, se sdo utilizados aditivos adicionais, a
temperatura e pH a que a formulacdo ¢é preparada, sdo tudo
fatores que podem ser otimizados para a concentracdo e meio de

administracdo utilizados.

As formulacdes reivindicadas podem ser proporcionadas a doentes
como solugbes claras ou como frasgquinhos de vidro duplos
compreendendo um frasquinho de vidro de, pelo menos, um

anticorpo anti-TNF liofilizado que ¢ reconstituido com um
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segundo frasquinho de wvidro contendo &gua, conservante e/ou
excipientes, de um modo preferido um tampdo de fosfatos e/ou
solucdo salina e um sal escolhido, num diluente aquoso. Quer uma
solucdo de um sé6 frasquinho de vidro ou de frasquinho de wvidro
duplo requerendo reconstituicdo pode ser reutilizada multiplas
vezes e pode ser suficiente para um Unico ou multiplos ciclos de
tratamento de doente e pode, deste modo, proporcionar um regime

de tratamento mais conveniente do que atualmente disponivel.

Os presentes artigos de preparacdo reivindicados sdo Uteis para
administracdo durante um periodo de imediatamente a vinte e
quatro horas ou superior. Consequentemente, 0s artigos de
preparacao presentemente reivindicados oferecem vantagens
significativas ao doente. As formulacbdes da invencdo podem ser,
opcionalmente, armazenadas de um modo seguro a temperaturas
desde cerca de 2 a cerca de 40 °C e reter a atividade bioldgica
da proteina durante periodos prolongados de tempo permitindo,
deste modo, rdétulo de embalagem indicando que a solucdo pode ser
mantida e/ou utilizada durante um periodo de 6, 12, 18, 24, 36,
48, 72 ou 96 horas ou superior. Se for wutilizado diluente
conservado, tal rétulo pode incluir utilizacdo até 1-12 meses,

meio ano, e ano meio e/ou doils anos.

As solucgbdes de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF na invencéo
podem ser preparadas POr um processo que compreende a mistura
de, pelo menos, um anticorpo num diluente aquoso. A mistura é
efetuada wutilizando processos convencionais de dissolucdo e
mistura. De modo a preparar um diluente adequado, por exemplo,
uma quantidade medida de, pelo menos, um anticorpo em &gua ou
tampdo ¢é combinada em quantidades suficientes para proporcionar
a proteina e, opcionalmente, conservante ou tampédo as
concentracdes desejadas. As variacdes deste processo seriam

reconhecidas pelos especialistas na técnica. Por exemplo, a
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ordem em que os componentes sdo adicionados, se sdo utilizados
aditivos adicionais, a temperatura e pH a gque a formulacdo ¢é
preparada, sdo tudo fatores gque podem ser otimizados para a

concentracdo e meio de administracdo utilizados.

Os produtos reivindicados podem ser proporcionados a doentes
como solugdes claras ou como frasquinhos de vidro duplos
compreendendo um frasquinho de vidro de, pelo menos, um
anticorpo anti-TNF liofilizado que ¢é reconstituido com um
segundo frasquinho de vidro contendo o diluente aquoso. Uma
solucdo de um s6 frasquinho de vidro ou frasquinho de wvidro
duplo requerendo reconstituicdo pode ser reutilizada maltiplas
vezes e pode ser suficiente para um Unico ou miltiplos ciclos de
tratamento de doente e ©proporciona, deste modo, regime de

tratamento mais conveniente do que o atualmente disponivel.

Os produtos reivindicados podem ser proporcionados indiretamente
a doentes proporcionando a farmécias, clinicas ou outras
instituicdes semelhantes e instalacdes, solucdes claras ou como
frasquinhos de vidro duplos compreendendo um frasquinho de vidro
de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF liofilizado que &
reconstituido com um segundo frasquinho de vidro contendo o
diluente aquoso. A solucdo clara, neste caso, pode ser até um
litro ou mesmo maior em tamanho, proporcionando um recipiente de
grandes dimensdes a partir do gqual porc¢gdes mais pequenas da,
pelo menos uma, solucdo de anticorpo podem ser retiradas uma ou
maltiplas vezes para transferéncia para frasquinhos de vidro
mais pequenos e proporcionados pela farmédcia ou clinica aos seus

clientes e/ou doentes.
Dispositivos reconhecidos compreendendo estes sistemas de um sd
frasquinho de wvidro incluem aqueles dispositivos de caneta

injetora para distribuicdo de uma solucdo, tais como Canetas BD,
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BD Autojector®, Humaject® NovoPen®, B-D®Pen, AutoPen® e OptiPen®,
GenotropinPen®, Genotronorm Pen®, Humatro Pen®, Reco-Pen®, Roferon
Pen®, Biojector®, iject®, J-tip Needle-Free Injector®, Intraject®,

Medi-Ject®, e. g., como fabricados ou desenvolvidos por Becton

Dickensen (Franklin Lakes, NJ, www.bectondickenson.com),
Disetronic (Burgdorf, Suica, www.disetronic.com; Bioject,
Portland, Oregon (www.bioject.com); National Medical Products,

Weston Medical (Peterborough, UK, www.weston-medical.com), Medi-
Ject Corp (Minneapolis, MN, www.mediject.com). Dispositivos
reconhecidos compreendendo um sistema de frasquinho de wvidro
duplo incluem aqueles sistemas de caneta injetora para
reconstituicdo de um férmaco liofilizado num cartucho para

distribuicdo da solucdo reconstituida, tal como o HumatroPen®.

Os produtos presentemente reivindicados incluem material de
embalagem. O material de embalagem proporciona, além da
informacdo requerida pelas agéncias de regulacdo, as condigdes
sob as quais o produto pode ser utilizado. O material de
embalagem da presente invencdo proporciona instrucdes ao doente
para reconstituir o, pelo menos um, anticorpo anti-TNF no
diluente aquoso, de modo a formar uma solucdo e utilizar a
solucdo durante um periodo de 2-24 horas ou superior para o
produto de dois frasgquinhos de vidro, humido/seco. Para o
produto de solucdo de um sé6 frasgquinho de vidro, o rétulo indica
que tal solucdo pode ser utilizada durante um periodo de 2-
24 horas ou superior. Os produtos presentemente reivindicados

sdo Uteis para utilizacdo humana de produto farmacéutico.

As formulacdes da presente invencdo podem ser preparadas por um
processo que compreende a mistura de, pelo menos, um anticorpo
anti-TNF e um tampdo selecionado, de um modo preferido um tampédo
de fosfatos contendo solucdo salina ou um sal escolhido. A

mistura de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF e tampdo num
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diluente aquoso ¢ efetuada utilizando processos convencionais de
dissolucdo e mistura. De modo a preparar uma formulacédo
adequada, por exemplo, uma gquantidade medida de, pelo menos, um
anticorpo em A&gua ou tampdo ¢é combinada com o agente de
tamponizacdo desejado em &gua em quantidades suficientes para
proporcionar a proteina e tampdo as concentracdes desejadas. As
variacdes deste processo seriam reconhecidas pelos especialistas
na técnica. Por exemplo, a ordem em que o0s componentes s&o
adicionados, se sdo utilizados aditivos adicionais, a
temperatura e pH a que a formulacdo ¢é preparada, sdo tudo
fatores que podem ser otimizados para a concentracdo e meio de

administracdo utilizados.

As formulacdes estdveis ou conservadas reivindicadas podem ser
proporcionadas a doentes como solucdes claras ou como
frasquinhos de vidro duplos compreendendo um frasquinho de wvidro
de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF liofilizado que ¢é&
reconstituido com um segundo frasquinho de wvidro contendo um
conservante ou tampdo e excipientes num diluente aquoso. Uma
solugcdo de um sé6 frasquinho de vidro ou frasquinho de wvidro
duplo requerendo reconstituicdo pode ser reutilizada multiplas
vezes e pode ser suficiente para um Unico ou multiplos ciclos de
tratamento de doente e ©proporciona, deste modo, regime de

tratamento mais conveniente do que o atualmente disponivel.

Pelo menos um anticorpo anti-TNF em formulacdes ou solucgdes
estdveis ou conservadas aqui descritas, pode ser administrado a
um doente de acordo com a presente invencdo por meio de uma
variedade de métodos de distribuicdo incluindo injecdo SC ou IM;
transdérmico, pulmonar, transmucosal, implante, bomba osmdbtica,
cartucho, microbomba ou outros meios entendidos pelo

especialista na técnica, como bem conhecido na técnica.
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Aplicag¢des Terapéuticas

O anticorpo ou composicdo da invencdo pode ser para a modulacédo
ou tratamento de, pelo menos, uma doenca relacionada com o TNF,
numa célula, tecido, 6rgdo, animal ou doente, como conhecido na

técnica ou como aqui descrito.

Em particular, podem ser para a modulacdo ou tratamento de, pelo
menos, uma doenca relacionada com o TNF, numa célula, tecido,
6rgdo, animal ou doente incluindo mas ndo limitada a, pelo
menos, uma de obesidade, doenca imunitéaria, doenca
cardiovascular, doenca infecciosa, doenca maligna ou doenca

neuroldgica.

Mais especificamente, podem ser para a modulacdo ou tratamento
de, pelo menos, uma doenca imunitédria, numa célula, tecido,
6rgdo, animal ou doente, incluindo mas ndo limitada a, pelo

menos, uma de artrite reumatoide, artrite reumatoide Jjuvenil,

artrite reumatoide juvenil de comeco sistémico, artrite
psoridtica, espondilite anquilosante, ulcera gastrica,
artropatias seronegativas, osteocartrite, doenca inflamatéria

intestinal, colite ulcerativa, lipus eritematoso sistémico,
sindrome antifosfolipidica, nevrite iridociclite /uveite/é6tica,
fibrose pulmonar idiopéatica, vasculite sistémica/granulomatose
de wegener, sarcoidose, orquite/processos de vasectomia reversa,
doencas alérgicas/atdpicas, asma, rinite alérgica, eczema,
dermatite de contacto alérgica, conjuntivite alérgica,
pneumonite de hipersensibilidade, transplantes, rejeicdo de
transplante de brgéos, reacdo enxerto versus hospedeiro,
sindrome de resposta inflamatdéria sistémica, sindrome de sepsia,
sepsia Gram-positiva, sepsia Gram-negativa, sepsia de cultura
negativa, sepsia fingica, febre neutropénica, urosepsia,

meningococemia, trauma/hemorragia, queimadura, exposicéo a
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radiacdo ionizante, pancreatite aguda, sindrome de insuficiéncia
respiratéria do adulto, artrite reumatoide, hepatite induzida
pelo &lcool, patologias inflamatdédrias crdnicas, sarcoidose,
patologia de Crohn, anemia drepanocitédria, diabetes, nefrose,
doenca atdbdpica, reacdes de hipersensibilidade, rinite alérgica,
febre dos fenos, rinite ©perene, conjuntivite, endometriose,
asma, urticéria, anafilaxia sistémica, dermatite, anemia
perniciosa, doencas hemoliticas, trombocitopenia, rejeicdo de
enxerto de qualquer &6rgdo ou tecido, rejeicdo de transplante de
rim, rejeicdo de transplante de coracdo, rejeicdo de transplante
de figado, rejeicdo de transplante de péncreas, rejeicdo de
transplante de pulmédo, rejeicdo de transplante de medula &bssea
(BMT) , rejeicdo de enxerto albdgeno de ©pele, rejeicdo de
transplante de cartilagem, rejeicdo de enxerto de 0sso, rejeicédo
de transplante de intestino delgado, rejeicdo de implante de
timo fetal, rejeicdo de transplante de paratiroide, rejeicdo de
xenoenxerto de qualquer 6rgdo ou tecido, rejeicdo de enxerto
aldgeno, reaccdes de hipersensibilidade anti-recetor, doenca de
Graves, doenca de Raynoud, diabetes insulinorresistente de tipo
B, asma, miastenia grave, citotoxicidade mediada por anticorpo,
reactes de hipersensibilidade de tipo III, lupus eritematoso
sistémico, sindrome POEMS (polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gamopatia monoclonal e sindrome de alteracdes da
pele), polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gamopatia
monoclonal, sindrome de alteracodes da pele, sindrome
antifosfolipido, pénfigo, esclerodermia, doenca de tecido
conjuntivo mista, doenca idiopéatica de Addison, diabetes
Mellitus, hepatite ativa crénica, cirrose Dbiliar priméaria,
vitiligo, vasculite, sindrome de cardiotomia pds-MI,
hipersensibilidade de tipo IV, dermatite de contacto, pneumonite
de hipersensibilidade, rejeicdo de enxerto aldgeno, granulomas
causados por organismos intracelulares, sensibilidade a

fadrmacos, metabdélica/idiopética, doenca de Wilson,
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hemacromatose, deficiéncia de alfa-l-antitripsina, retinopatia
diabética, tiroidite de Hashimoto, osteoporose, avaliacdo do
eixo hipotaldmico-pituitdrio-suprarrenal, cirrose biliar
priméria, tiroidite, encefalomielite, caquexia, fibrose
quistica, doenca pulmonar crénica neonatal, doenca pulmonar
crdénica obstrutiva (COPD), 1linfohistiocitose hematofagocitica
familiar, estados dermatoldgicos, psoriase, alopecia, sindrome
nefrética, nefrite, nefrite glomerular, insuficiéncia <renal
aguda, hemodidlise, uremia, toxicidade, pré-eclampsia, terapia
de okt3, terapia anti-cd3, terapia de citoquina, guimioterapia,
terapia de radiacdo (e. g., incluindo mas ndo limitada a
toastenia, anemia, caquexia e semelhantes), intoxicacdo de
salicilato crénica e semelhantes. Ver, e. g., o Merck Manual,
128-17% Edicdes, Merck & Company, Rahway, NJ (1972, 1977, 1982,
1987, 1992, 1999), Pharmacotherapy Handbook, Wells et al., eds.,
Segunda Edicdo, Appleton e Lange, Stamford, Conn. (1998, 2000).

O anticorpo ou composicdo da invencdo pode ser para a modulacédo
ou tratamento de, pelo menos, uma doenca cardiovascular numa
célula, tecido, ¢6rgdo, animal ou doente, incluindo mas néo

limitada a, pelo menos, uma de sindrome de choque cardiaco,

enfarte do miocérdio, insuficiéncia cardiaca congestiva,
acidente vascular cerebral, acidente vascular cerebral
isquémico, hemorragia, arteriosclerose, aterosclerose,

reestenose, doenca aterosclerdtica diabética, hipertenséo,
hipertensdo arterial, hipertensdo renovascular, sincope, choque,
sifilis do sistema cardiovascular, insuficiéncia cardiaca, cor
pulmonale, hipertensdo pulmonar primaria, arritmias cardiacas,
batimentos ectdpicos atirais, ©palpitacdo atrial, fibrilacéo
atrial (controlada ou paroxistica), sindrome de pdbs-perfusédo,
resposta de inflamacdo de bypass cardiopulmonar, taquicardia
atrial cadbtica ou multifocal, taquicardia QRS estreita regular,

arritmias especificas, fibrilacdo ventricular, arritmias do
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feixe de His, bloqueio atrioventricular, blogueio do feixe de

ramos, disturbios isguémicos do miocérdio, doenca da artéria

corondria, angina de peito, enfarte do miocérdio,
cardiomiopatia, cardiomiopatia congestiva dilatada,
cardiomiopatia restritiva, doencas valvulares cardiacas,

endocardite, doenca pericédrdica, tumores cardiacos, aneurismas
abrticos e periféricos, disseccdo adrtica, inflamacdo da aorta,
oclusdo da aorta abdominal e o©os seus ramos, disturbios
vasculares periféricos, disturbios arteriais oculsivos, doenca
aterosclerdtica periférica, trombangeite obliterante, disturbios
arteriais periféricos funcionais, doenca e fendmeno de Raynaud,
acrocianose, eritromelalgia, doencas venosas, trombose venosa,
veias varicosas, fistula arteriovenosa, hematodermia, lipedema,
angina instédvel, lesdo de reperfusido, sindrome de pdbs-perfusédo,

lesdo de isquemia-reperfusdo e semelhantes.

O anticorpo ou composicdo da invencdo pode ser para a modulacéo
ou tratamento de, pelo menos, uma doenca infecciosa numa célula,
tecido, ¢rgdo, animal ou doente, incluindo mas ndo limitada a,
pelo menos, uma de: infecdo Dbacteriana aguda ou croénica,
processos parasiticos ou infecciosos agudos ou crdnicos,
incluindo infec¢des Dbacterianas, virais e fungicas, infecdo por
HIV/neuropatia de HIV, meningite, hepatite (A, B ou C ou
semelhantes), artrite séptica, peritonite, pneumonia,
epiglotite, 0157:h7 de E. coli, sindrome urémica
hemolitica/purpura trombocitopénica trombolitica, malédria, febre
hemorrdgica de dengue, leishmaniase, lepra, sindrome de choque
toOxico, miosite estreptocdcica, gangrena gasosa, mycobacterium
tuberculosis, mycobacterium avium Iintracellulare, pneumonia de
pneumocystis carinii, doenca inflamatéria pélvica,
orquite/epididimite, legionella, doenca de Lyme, influenza a,
virus de epstein-barr, sindrome hemofagocitica vital-associada,

encefalite vital/meningite asséptica e semelhantes.
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O anticorpo ou composicdo da invencdo pode ser para a modulacéo
ou tratamento de, pelo menos, uma doenca maligna numa célula,
tecido, ¢rgdo, animal ou doente, incluindo mas ndo limitada a,
pelo menos, uma de: leucemia, leucemia aguda, leucemia
linfoblédstica aguda (ALL), ALL de células B, células T ou FAB,
leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide crénica (CML),
leucemia linfocitica crdénica (CLL), leucemia de tricoleucdcitos,
sindrome mielodisplésica (MDS), linfoma, doenca de Hodgkin,
linfoma maligno, linfoma de ndo Hodgkin, linfoma de Burkitt,
mieloma multiplo, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrectal,
carcinoma pancreéatico, carcinoma nasofaringeo, histiocitose
maligna, sindrome paraneoplédsica/hipercalcemia de malignidade,
tumores sdélidos, adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno,
hemangioma, doenca metastdtica, reabsorcdo d6ssea relacionada com

o cancro, dor d6ssea relacionada com o cancro e semelhantes.

O anticorpo ou composicdo da invencdo pode ser para a modulacéo
ou tratamento de, pelo menos, uma doenca neuroldgica numa
célula, tecido, 6érgdo, animal ou doente, incluindo mas néo
limitada a, pelo menos, uma de: doencas neurodegenerativas,
esclerose multipla, dor de cabeca de enxaqueca, complexo de
deméncia de SIDA, doencas desmielinizantes, tais como esclerose
miltipla e mielite transversa aguda; distUrbios extrapiramidais
e cerebelosos, tais como lesdes do sistema corticospinal;
distlrbios dos génglios Dbasais ou distUrbios cerebelosos;
distirbios do movimento hipercinético, tais como Coreia de
Huntington e Coreia senil; distirbios do movimento induzidos por
farmacos, tais como agqueles induzidos por farmacos que blogueiam
0s recetores de dopamina do SNC; distUrbios do movimento
hipocinético, tal como a doenca de Parkinson; Paralisia
Supranuclear Progressiva; lesdes estruturais do cerebelo;
degeneracdes espinocerebelosos, tais como ataxia espinal, ataxia

de Friedreich, degeneracdes corticais cerebelosas, degeneracdes
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de multiplos sistemas (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-Drager e
Machado-Joseph) ; disturbios sistémicos (doenca de Refsum,
abetalipoprotemia, ataxia, telangiectasia e distlrbio multi-
sistema mitocondrial); distlrbios do ntcleo desmielinizante,
tais como esclerose multipla, mielite transversa aguda; e
disturbios da unidade motora, tais como atrofias musculares
neurogénicas (degenerescéncia anterior da célula cbrnea, tal
como esclerose lateral amiotrdédfica, atrofia muscular espinal
infantil e atrofia muscular espinal juvenil); doenca de
Alzheimer; sindrome de Down na meia-idade; Doenca difusa de
corpos de Lewy; Deméncia Senil do tipo de corpos de Lewy;
sindrome de Wernicke-Korsakoff; alcoolismo crénico; doenca de
Creutzfeldt-Jakob; Panencefalite esclerosante Subaguda, doenca
de Hallerrorden-Spatz; e Deméncia pugilistica e semelhantes.
Ver, e. g., o Merck Manual, 16® Edicdo, Merck & Company, Rahway,
NJ (1992).

A composicdo da invencdo pode ser utilizada num método
compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz a uma
célula, tecido, 6rgdo, animal ou doente necessitado. Um tal
método pode, opcionalmente, compreender adicionalmente a
coadministracdo ou terapia de combinacdo para o tratamento de
tais doencas imunitérias, em que a administracdo da referida
composicéo compreende, adicionalmente, a administracéao,
concorrentemente antes e/ou apbds de, pelo menos, um selecionado
a partir de, pelo menos, um antagonista de TNF (e. g., mas néao
limitado a um anticorpo ou fragmento de TNF, recetor ou

fragmento de TNF soluvel, suas proteinas de fusdo ou uma pequena

molécula antagonista de TNE) , antirreumédtico (e. g.,
metotrexato, auranofina, aurotioglucose, azatioprina,
etanercept, tiomalato sbédico de ouro, sulfato de
hidroxicloroquina, leflunomida, sulfasalzina) um relaxante

muscular, narcdético, féarmaco anti-inflamatdério ndo esteroide
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(NSAID), analgésico, anestésico, sedativo, anestésico local,
bloqueador neuromuscular, antimicrobiano (e. g., aminoglicosida,
antiftngico, antiparasitico, antivirico, carbapenemn,
cefalosporina, uma flurorquinolona, macrolide, uma penicilina,
uma sulfonamida, uma tetraciclina, outro antimicrobiano),
antipsoridtico, corticosteroide, esteroide anabdlico, agente
relacionado com a diabetes, mineral, nutricional, agente de
tiroide, uma vitamina, uma hormona relacionada com o célcio,
antidiarreico, antitussico, antiemético, antitlceroso, laxante,
anticoagulante, uma eritropoietina (e. g., epoetina alfa),
filgrastim (e. g., G-CSF, Neupogen), sargramostim (GM-CSF,
Leuquina), uma imunizacdo, uma imunoglobulina, imunossupressor
(e. g., basiliximab, ciclosporina, daclizumab), uma hormona do
crescimento, faArmaco de substituicdo hormonal, modulador do
receptor de estrogénios, midridtico, cicloplégico, agente
alquilante, antimetabolito, inibidor mitdtico, medicamento
radicactivo, antidepressivo, agente antimaniaco, antipsicédtico,
ansiolitico, hipnético, simpatomimético, estimulante, donepezil,
tacrina, uma medicacdo para a asma, beta-agonista, esterdide
inalado, 1inibidor leucotrieno, uma metilxantina, uma cromolina,
epinefrina ou andlogo, dornase alfa (Pulmozyme), uma citocina ou
um antagonista da citocina. As dosagens adequadas sdo bem
conhecidas na técnica. Ver, e. g., Wells et al., eds.,
Pharmacotherapy Handbook, 22 Edicdo, Appleton e Lange, Stamford,
CT (2000); PDR Pharmacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia
2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma Linda, CA
(2000) .

Os antagonistas de TNF adequados para as composicdes, terapia de
combinacéo, coadministracé&o, dispositivos e/ou métodos da
presente invencdo (compreendendo adicionalmente, pelo menos, um
anticorpo, porcdo especificada e sua variante, da presente

invencdo), incluem mas ndo estdo limitados a anticorpos anti-
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TNF, seus fragmentos de 1ligacdo de antigénio e moléculas
recetoras que se ligam especificamente a TNF; compostos que
previnem e/ou inibem a sintese de TNF, libertacdo de TNF ou a
sua acdo sobre células alvo, tais como talidomida, tenidap,
inibidores da fosfodiesterase (e. g., pentoxifilina e rolipram),
agonistas do recetor da adenosina A2b e estimuladores do recetor
da adenosina A2b; compostos gque previnem e/ou inibem a
sinalizacdo do receptor de TNF, tal como os inibidores da
proteina cinase ativada por mitogénio (MAP); compostos que
bloqueiam e/ou inibem a clivagem de TNF de membrana, tal como
inibidores da metaloproteinase; compostos que bloqueiam e/ou
inibem a atividade de TNF, tal como os inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina (ACE) (e. g., captopril); e compostos
que bloqueiam e/ou inibem a producdo e/ou sintese de TNF, tal

como os inibidores da MAP cinase.

Como aqui utilizado, “anticorpo de fator de necrose tumoral”,
“anticorpo TNF” “anticorpo TNFa” ou fragmento e semelhantes
diminui, bloqueia, inibe, suprime ou interfere com a atividade
de TNFo in vitro, in situ e/ou de um modo preferido in vivo. Por
exemplo, anticorpo humano de TNF adequado da presente invencéo
pode ligar-se a TNFa e inclui anticorpos anti-TNF, seus
fragmentos de ligacdo de antigénio e o0os seus mutantes
especificados ou dominios que se ligam, de um modo especifico, a
TNFo. Um anticorpo ou fragmento de TNF adequado pode, também,
diminuir, bloquear, suprimir, interferir, prevenir e/ou inibir a
sintese de ARN, ADN ou proteina de TNF, libertacdo de TNF,
sinalizacdo do receptor de TNF, clivagem de TNF de membrana,

atividade de TNF, producdo e/ou sintese de TNF.
O anticorpo quimérico cA2 consiste na regido variavel de ligacédo

de antigénio do anticorpo IgGl neutralizante de elevada

afinidade de murganho anti-TNFa humano, designado A2, e nas
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regides constantes de uma imunoglobulina capa de IgGl humano. A
regido Fc de IgGl humano melhora a funcédo efectora de anticorpo
aldbgeno, aumenta a meia-vida sérica em circulacdo e diminui a
imunogenicidade do anticorpo. A avidez e especificidade de
epitopo do anticorpo quimérico cA2 sdo derivadas da regido
variavel do anticorpo A2 murino. Numa forma de realizacéo
particular, uma fonte preferida para os é&cidos nucleicos
codificando a regido varidvel do anticorpo A2 murino é a linha

celular de hibridoma A2.

O A2 qguimérico (cA2) neutraliza o efeito citotdxico do TNF«x
humano natural e recombinante, num modo dose-dependente. A
partir de ensaios de ligacdo do anticorpo guimérico cA2 e TNFu
humano recombinante, a constante de afinidade do anticorpo
quimérico cA2 foi calculada como sendo 1,04x10'° M. 0s métodos
preferidos para a determinacdo da especificidade e afinidade de
anticorpo monoclonal por inibicdo competitiva podem consultar-se
em Harlow et al., antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1988;
Colligan et al., eds., Current Protocols in Immunology, Greene
Publishing Assoc. e Wiley Interscience, Nova Iorque, (1992-
2000); Kozbor et al., Immunol. Today, 4:72-79 (1983); Ausubel et
al., eds. Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
Interscience, Nova Iorque (1987-2000); e Muller, Meth. Enzymol.,
92:589-601 (1983).

Numa forma de realizacdo particular, o anticorpo monoclonal A2
murino ¢é produzido por uma linha celular designada cl1l34A. O
anticorpo quimérico cA2 ¢é produzido por uma linha celular
designada cl68A.

Exemplos adicionais de anticorpos monoclonais anti-TNF que podem
ser utilizados na presente invencdo estdo descritos na técnica

(ver, e. g., Patente U.S. N° 5231024; Moller, A. et al.,
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Cytokine 2(3):162-169 (1990) ; Pedido U.S. N° 07/943852
(apresentado em 11 de Setembro de 1992); Rathjen et al.,
Publicacdo Internacional N° WO 91/02078 (publicada em 21 de
Fevereiro de 1991); Rubin et al. Publicacdo de Patente EPO
N° 0218868 (publicada a 22 de Abril de 1987); Yone et al.,
Publicacdo de Patente EPO N° 0288088 (26 de Outubro de 1988);
Liang et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. 137:847-854 (1986);
Meager et al., Hybridoma 6:305-311 (1987); Fendly et al.,
Hybridoma 6:359-369 (1987); Bringman et al., Hybridoma 6:489-507
(1987); e Hirai et al., J. Immunol. Meth. 96:57-62 (1987).

Moléculas Receptoras de TNF

As moléculas recetoras de TNF preferidas Uteis na presente
invencdo sdo aguelas que se ligam a TNFa com elevada afinidade
(ver, e. ¢g., Feldmann et al., Publicacdo Internacional N°
WO 92/07076 (publicada a 30 de Abril de 1992); Schall et al.,
Cell 61:361-370 (1990); e Loetscher et al., Cell 61:351-359
(1990), referéncias que sdo aqui inteiramente incorporadas por
referéncia) e possuem, opcionalmente, baixa imunogenicidade. Em
particular, os recetores de superficie celular de TNF de 55 kDa
(pS55 TNF-R) e de 75 kDa (p75 TINF-R) sdo Uteis na presente
invencdo. As formas truncadas destes recetores, compreendendo 08
dominios extracelulares (ECD) dos recetores ou as suas porcdes
funcionais (ver, e. g., Corcoran et al., FEur. J. Biochem.
223:831-840 (1994)), s&do, também, Uteis na presente invencdo. As
formas truncadas dos recetores de TNF, compreendendo o ECD,
foram detetadas na urina e soro como proteinas de ligacéo
inibidoras de TNFa de 30 kDa e 40 kDa (Engelmann, H. et al., J.
Biol. Chem. 265:1531-1536 (1990)). As moléculas multiméricas
recetoras de TNF e moléculas de fusdo imunorrecetoras de TNF e

derivados e fragmentos ou as suas porgdes sdo exemplos
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adicionais de moléculas recetoras de TNF qgue sdo Uteis nos
métodos e composicgdes da presente invencdo. As moléculas
recetoras de TNF qgue podem ser utilizadas na invencdo séo
caracterizadas pela sua capacidade para tratar doentes durante
periodos prolongados com alivio bom a excelente de sintomas e
baixa toxicidade. A baixa imunogenicidade e/ou elevada
afinidade, assim como outras propriedades indefinidas, podem

contribuir para os resultados terapéuticos alcancados.

As moléculas multiméricas recetoras de TNF, uUteis na presente
invencdo, compreendem a totalidade ou uma porcdo funcional da
ECD de dois ou mais recetores de TNF ligados por meio de um ou
mais adaptadores polipeptidicos ou outros adaptadores né&o
peptidicos, tal como o polietilenoglicol (PEG). As moléculas
multiméricas podem compreender, adicionalmente, péptido sinal de
uma proteina segregada, de modo a dirigir a expressdo da

molécula multimérica.

As moléculas de fusdo imunorrecetoras de TNF Uteis nos métodos e
composicdes da presente invencdo compreendem, pelo menos, uma
porcdo de uma ou mais moléculas de imunoglobulina e a totalidade
ou uma porcdo funcional de um ou mais recetores de TNF. Estas
moléculas de fusdo imunorrecetoras podem ser agrupadas como
monémeros ou hetero- ou homo-multimeros. As moléculas de fuséo
imunorrecetoras podem ser, também, monovalentes ou polivalentes.
Um exemplo de uma tal molécula de fusdo imunorrecetora é o
recetor de TNF/proteina de fusdo de IgG. As moléculas de fuséo
imunorrecetoras de TNF e métodos para a sua producdo foram
descritos na técnica (Lesslauer et al., Eur. J. Immunol.
21:2883-2886 (1991); Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:10535-10539 (1991); Peppel et al., J. Exp. Med. 174:1483-
1489(1991); Kolls et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:215-219
(1994); Butler et al., Cytokine 6(6):616-623 (1994); Baker et
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al., FEur. J. Immunol. 24:2040-2048 (1994); Beutler et al.,
Patente U.S. N° 5447851; e Pedido U.S. N° 08/442133 (apresentado
em 16 de Maio de 1995). 0Os métodos para a producdo de moléculas
de fusdo imunorrecetoras podem ser, também, consultados em Capon
et al., Patente U.S. N° 5116964; Capon et al., Patente U.S. N°
5225538; e Capon et al., Nature 337:525-531 (1989).

Um equivalente, derivado, fragmento ou regido de molécula
recetora de TNF funcional refere-se a porcdo da molécula
recetora de TNF ou a porcédo da sequéncia da molécula recetora de
TNF que codifica a molécula recetora de TNF que é de tamanho e
sequéncias suficiente, de modo a assemelhar-se funcionalmente a
moléculas recetoras de TNF que podem ser utilizadas na presente
invencdo (e. g., ligam-se a TNF com elevada afinidade e possuem
baixa imunogenicidade). Um equivalente funcional da molécula
recetora de TNF inclui, também, moléculas recetoras de TNF
modificadas que se assemelham funcionalmente a moléculas
recetoras de TNF que podem ser utilizadas na presente invencéo
(e. g., ligam-se a TNF com elevada afinidade e possuem baixa
imunogenicidade). Por exemplo, equivalente funcional de molécula
recetora de TNF pode conter um coddo “SILENCIOSO” ou uma ou mais
substituicdes, delecbes ou adicbes de aminoécidos (e. g.,
substituicdo de um aminodcido &cido por outro aminoédcido &cido;
ou substituicdo de um coddo codificando o mesmo, ou diferente,
aminocdcido hidrdéfobo por outro coddo codificando um aminoécido
hidréfobo). Ver Ausubel et al., Current Protocols 1in Molecular
Biology, Greene Publishing Assoc. e Wiley-Interscience, Nova

Torque (1987-2000).
As citoquinas incluem qualquer citoquina conhecida. Ver, e. g.,

CopewithCytokines.com. Os antagonistas de citoquina incluem mas

ndo estdo limitados a qualquer anticorpo, fragmento ou mimético,
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qualquer recetor, fragmento ou mimético soluvel, qualquer

pegquena molécula antagonista ou qualquer sua combinacéo.

Tratamentos Terapéuticos. A composicdo da invencdo pode ser
utilizada num método para o tratamento de um distirbio mediado
por TNF, compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz
a uma célula, tecido, 6érgdo, animal ou doente necessitado. Um
tal método pode, opcionalmente, compreender adicionalmente a
coadministracdo ou terapia de combinacdo para o tratamento de
tais doencas imunitédrias, em que a administracdo da referida
composicéo compreende, adicionalmente, a administracéo,
concorrentemente antes e/ou apds de, pelo menos, um selecionado
a partir de, pelo menos, um antagonista de TNF (e. g., mas né&o
limitado a um anticorpo ou fragmento de TNF, recetor ou

fragmento de TNF soluvel, suas proteinas de fusdo ou uma pequena

molécula antagonista de TNE) , antirreumético (e. g.,
metotrexato, auranofina, aurotioglucose, azatioprina,
etanercept, tiomalato sédico de ouro, sulfato de
hidroxiclorogquina, leflunomida, sulfasalzina) um relaxante

muscular, narcdtico, fadrmaco anti-inflamatdério ndo esteroide
(NSAID), analgésico, anestésico, sedativo, anestésico local,
bloqueador neuromuscular, antimicrobiano (e. g., aminoglicosida,
antiftngico, antiparasitico, antivirico, carbapenem,
cefalosporina, uma flurorquinolona, macrolide, uma penicilina,
uma sulfonamida, uma tetraciclina, outro antimicrobiano),
antipsoriatico, corticosteroide, esteroide anabdlico, agente
relacionado com a diabetes, mineral, nutricional, agente de
tiroide, uma vitamina, uma hormona relacionada com o célcio,
antidiarreico, antitissico, antiemético, antitlceroso, laxante,
anticoagulante, uma eritropoietina (e. g., epoetina alfa),
filgrastim (e. g., G-CSF, Neupogen), sargramostim (GM-CSF,
Leuquina), uma imunizacdo, uma imunoglobulina, imunossupressor

(e. g., basiliximab, ciclosporina, daclizumab), uma hormona do
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crescimento, fAdrmaco de substituicdo hormonal, modulador do
recetor de estrogénios, midridtico, cicloplégico, agente
algquilante, antimetabolito, inibidor mitdético, medicamento
radicativo, antidepressivo, agente antimaniaco, antipsicdtico,
ansiolitico, hipnético, simpatomimético, estimulante, donepezil,
tacrina, uma medicacdo para a asma, beta-agonista, esteroide
inalado, inibidor leucotrieno, uma metilxantina, uma cromolina,
epinefrina ou andlogo, dornase alfa (Pulmozyme), uma citoquina

ou um antagonista da citoquina.

Tipicamente, o tratamento de estados patoldgicos é efetuado por
administracdo de uma gquantidade eficaz ou dosagem de, pelo
menos, uma composicdo de anticorpo anti-TNF que totaliza, em
média, uma gama de, pelo menos, cerca de 0,01 a 500 miligramas
de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF por gquilograma de doente
por dose e, de um modo preferido de, pelo menos, cerca de 0,1 a
100 miligramas de anticorpo/quilograma de doente por
administracdo simples ou multipla, dependendo da atividade
especifica contida na composicéo. Alternativamente, a
concentracdo sérica eficaz pode compreender 0,1-5000 pg/mL de
concentracdo sérica por administracdo simples ou mualtipla. As
doses adequadas s&do conhecidas por profissionais c¢linicos e
irdo, certamente, depender do particular estado de doenca,
atividade especifica da composicdo sendo administrada e do
doente particular submetido a tratamento. Em alguns casos, de
modo a alcancar a quantidade terapéutica desejada, pode ser
necesséario proporcionar administracéao repetida, i. e.,
administracdes individuais repetidas de uma dose particular,
monitorizada ou calibrada, onde as administracdes individuais
sdo repetidas até que a desejada dose diadria ou efeito seja

alcancado.
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As doses preferidas podem, opcionalmente, incluir 0,1, 0,2, 0,3,
o,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, ©9, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 e/ou 100-500 mg/kg/administracdo, ou
qualgquer gama, valor ou sua fracdo, ou para alcancar uma
concentracdo sérica de 0,1, 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,5, 1,9,
2,0, 2,5, 2,9, 3,0, 3,5, 3,9, 4,0, 4,5, 4,9, 5,0, 5,5, 5,9, 6,0,
6,5, 6,9, 7,0, 7,5, 7,9, 8,0, 8,5, 8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 10, 10,5,
10,9, 11, 11,5, 11,9, 20, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14,0,
14,5, 4,9, 5,0, 5,5, 5,9, 6,0, 6,5, 6,9 7,0, 7,5, 6 7,9, 8,0,
8,5 8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 110, 10,5, 10,9, 11, 11,5, 11,9, 12,
12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14, 14,5, 15, 15,5, 15,9, 1o,
16,5, 16,9, 17, 17,5, 17,9, 18, 18,5, 18,9, 19, 19,5, 19,9, 20,
20,5, 20,9, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000,
4500, e/ou 5000 npg/mL de concentracdo sérica por administracdo

Unica ou multipla,

Alternativamente,

de fatores conhecidos, tais como
farmacodindmicas do agente particular
administracdo; idade, saude e peso do destinatéario;

extensdo de sintomas,
de tratamento e o efeito desejado.
ingrediente ativo pode

quilograma de peso corporal.

preferido,

ou qualquer gama,

a dosagem administrada pode variar,

tipo de tratamento concorrente,

Normalmente,
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Habitualmente,

valor ou sua fracédo.

dependendo
as caracteristicas
e seu modo e wvia de

0,1 a 50 e,

natureza e
frequéncia
uma dosagem de
ser cerca de 0,1 a 100 miligramas por
de um modo

0,1 a 10 miligramas por quilograma por administracéo



ou na forma de libertacdo controlada sdo eficazes para se

obterem os resultados desejados.

Como exemplo ndo limitativo, o tratamento de humanos ou animais
pode ser proporcionado como uma dosagem de uma vez ou periddica
de, pelo menos, um anticorpo da presente invencdo de 0,1 a 100
mg/kg, tal como 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 mg/kg, por
dia, em, pelo menos, um de dia 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, ou 40 ou,
alternativamente ou adicionalmente, pelo menos, um de semana 1,
2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51
ou 52 ou, alternativamente ou adicionalmente, pelo menos, um de
i, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19 ou 20 anos, ou gualquer sua combinacdo, utilizando doses

simples, de infusdo ou repetidas.

As formas de dosagem (composicdo) adequadas para administracéo
interna contém, em geral, desde cerca de 0,1 miligramas a cerca
de 500 miligramas de ingrediente ativo por unidade ou
recipiente. Nestas composicdes farmacéuticas, o ingrediente
ativo iréa, normalmente estar presente numa quantidade de cerca

de 0,5-99,999%, em peso, com base no peso total da composicédo.

Para a administracdo parentérica, o anticorpo pode ser formulado
como uma solucédo, suspenséao, emulsédo ou pd liofilizado,
proporcionado em associacdo ou separadamente, com um veiculo
parentérico farmaceuticamente aceitavel. Sdo exemplos de tais

veiculos &gua, solucgdo salina, solucdo de Ringer, solucdo de
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dextrose e 1-10% de albumina sérica humana. Podem ser, também,
utilizados lipossomas e veiculos ndo aquosos, tal como &leos
fixos. O wveiculo ou pd liofilizado pode conter aditivos que
mantém a isotonicidade (e. g., cloreto de sbédio, manitol) e
estabilidade quimica (e. g., tampbes e conservantes). A

formulacdo é esterilizada por técnicas conhecidas ou adequadas.

Os veliculos farmacéuticos adequados s&do descritos na edicdo mais
recente de Remington’s Pharmaceutical Sciences, A. 0sol, texto

de referéncia padrdo neste campo.

Administracdo Alternativa

Podem ser utilizados muitos modos conhecidos e desenvolvidos de
acordo com a presente invencdo para administrar quantidades
farmaceuticamente eficazes de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF
de acordo com a presente invencdo. Embora a administracéo
pulmonar seja utilizada na descricdo seguinte, podem ser
utilizados outros modos de administracdo de acordo com a

presente invencdo com resultados adegquados.

Os anticorpos de TNF da presente invencdo podem ser distribuidos
num veiculo, como uma solucgdo, emulsido, coloide ou suspensdo, ou
como um pd seco, utilizando qualquer de uma variedade de
dispositivos e métodos adequados para administracdo por inalacéo
ou outros modos aqui descritos, no éambito ou conhecidos na

técnica.

Formulacdes Parentéricas e Administragéo

As formulacgdes para administracdo parentérica podem conter, como
excipientes comuns, agua estéril ou solucédo salina,

polialquilenoglicdéis, tais como polietilenoglicol, &éleos de
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origem vegetal, naftalenos hidrogenados e semelhantes. As
suspensdes aquosas ou oleosas para injecdo podem ser preparadas
por utilizacdo de um emulsionante ou humidificante apropriado e
um agente de suspensdo, de acordo com métodos conhecidos. Os
agentes para injecdo podem ser um agente de diluicdo ndo téxico,
ndo oralmente administrdvel, tais como uma solucdo aguosa ou
solucdo ou suspensdo estéril injetdvel num solvente. Como
veiculo ou solvente utilizével, sdo permitidos &gua, solucdo de
Ringer, solucdo salina isotdnica, etc.; como solvente ordinario,
ou solvente de suspensdo, pode ser utilizado &éleo nédo voléatil
estéril. Para estes efeitos, pode ser utilizado qualquer tipo de
6leo ndo volatil e &acido gordo, incluindo 6leos gordos ou &acidos
gordos naturais ou sintéticos ou semissintéticos; mono- ou di-
ou triglicéridos naturais ou sintéticos ou semissintéticos. A
administracdo parentérica ¢é conhecida na técnica e inclui mas
ndo estéd limitada a meios convencionais de injecdo, dispositivo
de injecdo sem agulha de gas pressurizado, como descrito na Pat.
U.S. N° 5851198 e um dispositivo de 1laser perfurador, como
descrito na Pat. U.S. N° 5839446 aqui inteiramente incorporadas

por referéncia.

Distribuigdo Alternativa

A invencdo refere-se, adicionalmente, a administracdo de, pelo
menos, um anticorpo anti-TNF por meio parentérico, subcuténeo,
intramuscular, intravenoso, intra-articular, intrabrdénguico,
intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso,
intracavitéario, intraceliaco, intracelebeloso,
intracerebroventricular, intracdélico, intracervical,
intragéastrico, intra-hepéatico, intramiocéardico, intradsseo,
intrapélvico, intrapericardiaco, intraperitoneal, intrapleural,
intraprostéatico, intrapulmonar, intra-rectal, intra-renal,

intra-retinal, intra-espinal, intra-sinovial, intratoréacico,
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intrauterino, intravesical, bélus, vaginal, rectal, bucal,
sublingual, intranasal ou transdérmico. Pelo menos uma
composicdo de anticorpo anti-TNF pode ser preparada para
utilizacéo para administracéo parentérica (subcuténea,
intramuscular ou intravenosa) ou qualquer outra, particularmente
na forma de solugdes ou suspensdes liquidas; para utilizacdo em
administracdo wvaginal ou rectal, particularmente em formas
semissdlidas, tais como, mas ndo limitadas a cremes e
supositdérios; para administracdo bucal ou sublingual, tal como
mas ndo limitada a forma de comprimidos ou céapsulas; ou
intranasalmente, tais como, mas ndo limitadas as formas de pods,
gotas nasais ou aerossdis ou determinados agentes; ou
transdermicamente, tal como ndo limitada a um gel, pomada,
locdo, suspensdo ou sistema de distribuicdo de adesivo com
estimuladores guimicos, tal como dimetilssulféxido, de modo a
modificar a estrutura da pele ou aumentar a concentracdo de
fadrmaco no adesivo transdérmico (Junginger et al. In “Drug
Permeation Enhancement”; Hsieh, D. S., Eds., pp. 59-90 (Marcel
Dekker, Inc. Nova Iorque 1994, aqui inteiramente incorporado por
referéncia), Ou com agentes oxidantes que permitem a aplicacéo
de formulacdes contendo proteinas e péptidos sobre a pele
(documento WO 98/53847) ou aplicacdes de campos elétricos, de
modo a criar vias de transporte transientes, tal como
electroporacéo, ou a aumentar a mobilidade de farmacos
carregados através da pele, tais como iontoforese ou aplicacéo
de wultrassom, tal como sonoforese (Pat. U.S. N° 4309989 e
4767402) (sendo as publicacbdes e patentes anteriores aqui

inteiramente incorporadas por referéncia).

Administracdo Pulmonar/Nasal

Para administracdo pulmonar, de um modo preferido, pelo menos,

uma composicdo de anticorpo anti-TNF é distribuida num tamanho
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de particula eficaz ©para alcancar as vias respiratdrias
inferiores do pulmdo ou seios nasais. De acordo com a invencéo,
pelo menos, um anticorpo anti-TNF pode ser distribuido por
qualguer de uma variedade de dispositivos de inalacdo ou nasais
conhecidos na técnica para administracéo de um  agente
terapéutico por inalacéo. Estes dispositivos capazes de
depositarem formulacdes aerossolizadas na cavidade do seio nasal
ou alvéolos de um doente incluem inaladores de dose calibrada,
nebulizadores, geradores de pd seco, pulverizadores e
semelhantes. Outros dispositivos adequados para dirigirem a
administracdo pulmonar ou nasal de anticorpos s&o, também,
conhecidos na técnica. Todos estes dispositivos podem utilizar
formulacgdes adequadas para a administracdo para a distribuicédo
de anticorpo num aerossol. Tais aerossdis podem ser
compreendidos por solucgdes (aquosas € ndo aquosas) ou particulas
sbélidas. Os 1naladores de dose calibrada, como o i1nalador de
dose calibrada Ventolin®, tipicamente utilizam um gés propulsor e
requerem actuacdo durante a inspiracdo (Ver, e. g., documentos
WO 94/16970, WO 98/35888). Os inaladores de pd seco como 0S
inaladores Turbuhaler (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus®
(Glaxo), Spiros (Dura), dispositivos comercializasos por Inhale
Therapeutics, e o inalador de pé Spinhaler® (Fisons), utilizam
actuacdo por respiracdo de um pd misturado (documentos
US 4668218 Astra, EP 237507 Astra, WO 97/25086  Glaxo,
WO 94/08552 Dura, US 5458135 Inhale, WO 94/06498 Fisons, aqui
inteiramente incorporados por referéncia). Nebulizadores como
AERx Aradigm, o nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt e o
nebulizador Acorn II® (Margquest Medical Products) (documentos
US 5404871 Aradigm, WO 97/22376), as referéncias anteriores aqui
inteiramente incorporadas por referéncia, produzem aerossdis a
partir de solucgdes, enquanto os inaladores de dose calibrada,
inaladores de pd seco, etc., geram aerossdis de particulas

pequenas. Pretende-se que estes exemplos especificos de
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dispositivos de inalacéo comercialmente disponiveis sejam
representativos de dispositivos especificos adequados para a
pratica desta invencdo e ndo devem ser vistos como limitando o
dmbito da invencdo. De um modo preferido, uma composicdo
compreendendo, pelo menos, um anticorpo anti-TNF ¢é distribuida
por um inalador de pd seco ou um pulverizador. Existem diversas
caracteristicas desejédveis de um dispositivo de inalacdo para a
administracdo de, pelo menos, um anticorpo da presente invencéo.
Por exemplo, a distribuicdo pelo dispositivo de inalacdo &, de
um modo vantajoso, fidvel, reproduzivel e precisa. O dispositivo
de inalacdo pode, opcionalmente, distribuir pequenas particulas
secas, e. g., inferiores a cerca de 10 pM, de um modo preferido,

cerca de 1-5 puM, para boa respiracéo.

Administragdo de Composigdes de anticorpo TNF como uma

Pulverizacao

Uma pulverizacdo incluindo proteina de composicdo de anticorpo
TNF pode ser produzida forcando uma suspensdo ou solucdo de,
pelo menos, um anticorpo anti-TNF através de um Dbocal sob
pressdo. O tamanho e configuracdo do bocal, a pressdo aplicada e
a velocidade de alimentacdo ligquida podem ser escolhidos, de
modo a alcancar o débito e tamanho de particula desejados. Uma
electropulverizacdo pode ser produzida, por exemplo, por um
campo elétrico relativo a uma alimentacdo capilar ou de bocal.
De um modo vantajoso, as particulas de, pelo menos, uma proteina
de composicdo de anticorpo anti-TNF distribuidas por um
pulverizador tém um tamanho de particula inferior a cerca de
10 uM, de um modo preferido na gama de cerca de 1 uM a cerca de
5 u1M e, de um modo muito preferido, cerca de 2 pM a cerca de

3 npM.
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As formulacdes de, pelo menos, uma proteina de composicdo de
anticorpo anti-TNF adequadas para utilizacdo com um pulverizador
tipicamente incluem proteina de composicdo de anticorpo numa
solucdo aquosa a uma concentracdo de cerca de 0,1 mg a cerca de
100 mg de, pelo menos, uma proteina de composicdo de anticorpo
anti-TNF por mL de solucdo ou mg/gm, ou qualgquer gama ou seu
valor, e. ¢g., mas ndo limitada, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6,
0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
40, 45, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 mg/mL ou mg/gm. A formulacdo
pode incluir agentes, tais como um excipiente, tampdo, agente
isoténico, conservante, tensioativo e, de um modo preferido,
zinco. A formulacdo pode, também, incluir um excipiente ou
agente para estabilizacéo da proteina de composicéo de
anticorpo, tal como um tampdo, agente de reducdo, uma proteina
em bruto ou um hidrato de carbono. As proteinas em bruto uteis
na formulacdo de proteinas de composicdo de anticorpo incluem
albumina, protamina ou semelhantes. Os hidratos de carbono
tipicos Uteis na formulacdo de proteinas de composicdo de
anticorpo incluem sacarose, manitol, lactose, trealose, glucose
ou semelhantes. A formulacdo de proteina de composicdo de
anticorpo pode, também, incluir um tensiocativo que pode reduzir
ou prevenir a agregacdo induzida por superficie da proteina de
composicdo de anticorpo causada por atomizacdo da solucdo na
formacéao de um aerossol. Podem ser empregues diversos
tensiocativos convencionais, tais como polioxietileno de ésteres
e 4lcoois de &acidos gordos e polioxietileno sorbitol de ésteres
de &4cidos gordos. As qguantidades irdo, em geral, variar entre
0,001 e 14%, em peso, da formulacéo. Os tensioativos
especialmente preferidos ©para efeitos desta invencéo s&o
monooleato de polioxietileno sorbitano, polissorbato 80,
polissorbato 20 ou semelhantes. Podem ser, também, incluidos na

formulacdo agentes adicionais conhecidos na técnica para
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formulacdo de uma proteina, tais como anticorpos TNF ou porcgdes

especificadas ou variantes.

Administracdo de composigdes de anticorpo TNF por um Nebulizador

A proteina de composicdo de anticorpo pode ser administrada por
um nebulizador, tais como um nebulizador de Jacto ou um
nebulizador ultrassdédnico. Tipicamente, num nebulizador de jacto,
é utilizada uma fonte de ar comprimido para criar um jacto de ar
de alta velocidade através de um orificio. A medida que o gés se
expande para além do bocal, é criada uma regido de baixa presséo
que retira uma solucdo de proteina de composicdo de anticorpo
através de um tubo capilar ligado a um reservatério ligquido. A
medida que sai do tubo, a corrente ligquida proveniente do tubo
capilar é cisalhada em filamentos e gotas instédveis, criando um
aerossol. De modo a alcancar as desejadas caracteristicas de
desempenho de um dado nebulizador de Jjacto, pode ser empregue
uma gama de configuracdes, caudais e tipos de deflectores. Num
nebulizador ultrassénico, ¢é utilizada energia elétrica de alta
frequéncia para criar energia mecénica vibracional, tipicamente
empregando um transdutor piezoeléctrico. Esta energia é
transmitida a formulacdo de proteina de composicdo de anticorpo
quer direitamente ou através de um fluido de ligacdo, criando um
aerossol, incluindo a proteina de composicdo de anticorpo. De um
modo vantajoso, as particulas de proteina de composicdo de
anticorpo, distribuidas por um nebulizador tém um tamanho de
particula inferior a cerca de 10 uM, de um modo preferido na
gama de cerca de 1 pM a cerca de 5 uyM e, de um modo muito

preferido, cerca de 2 pM a cerca de 3 uM.
As formulacgdes de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF adequado

para utilizacéo com um nebulizador, quer de jacto ou

ultrassdédnico, tipicamente incluem uma concentracdo de cerca de
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0,1 mg a cerca de 100 mg de, pelo menos, uma proteina de
anticorpo anti-TNF por mL de solucdo. A formulacdo pode incluir
agentes, tais como um excipiente, tampdo, agente isotdnico,
conservante, tensioativo e, de um modo preferido, zinco. A
formulacdo pode, também, incluir um excipiente ou agente para
estabilizacdo da, pelo menos uma, proteina de composicdo de
anticorpo anti-TNF, tais como um tampdo, agente de reducdo, uma
proteina em bruto ou um hidrato de carbono. As proteinas em
bruto Uteis na formulacdo de, pelo menos, uma proteina de
composicdo de anticorpo anti-TNF incluem albumina, protamina ou
semelhantes. Hidratos de carbono tipicos tGteis na formulacdo de,
pelo menos, um anticorpo anti-TNF incluem sacarose, manitol,
lactose, trealose, glucose ou semelhantes. A, pelo menos uma,
formulacdo de anticorpo anti-TNF pode, também, incluir um
tensioativo que pode reduzir ou prevenir a agregacdo induzida
por superficie do, pelo menos um, anticorpo anti-TNF causada por
atomizacdo da solucdo na formacdo de um aerossol. Podem ser
empregues diversos tensioativos convencionais, tais como
polioxietileno de ésteres e 4lcoois de acidos gordos e
polioxietileno sorbitol de ésteres de Acidos gordos. As
quantidades irdo, em geral, variar entre 0,001 e 4%, em peso, da
formulacéo. Os tensioativos especialmente preferidos para
efeitos desta invencéo sdo monooleato de polioxietileno
sorbitano, polissorbato 80, polissorbato 20 ou semelhantes.
Podem ser, também, incluidos na formulacdo agentes adicionais
conhecidos na técnica para formulacdo de uma proteina, tal como

proteina de anticorpo.

Administragdo de composig¢des de anticorpo TNF Por Um Inalador De

Dose Calibrada

Num inalador de dose calibrada (MDI), propulsor, pelo menos, um

anticorpo anti-TNF e guaisquer excipientes ou outros aditivos
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estdo contidos num contentor como uma mistura incluindo um gés
comprimido liquefeito. A actuacdo da valvula de calibracéo
liberta a mistura como um aerossol, de um modo preferido,
contendo particulas na gama de tamanhos inferior a cerca de
10 uM, de um modo preferido, cerca de 1 pM a cerca de 5 uM e, de
um modo muito preferido, cerca de 2 pM a cerca de 3 uM. O
tamanho desejado de particula de aerossol pode ser obtido por
emprego de uma formulacdo de proteina de composicdo de anticorpo
produzida por diversos métodos conhecidos dos especialistas na
técnica, incluindo trituracdo de jacto, atomizacdo, condensacéo
de ponto critico ou semelhantes. Os inaladores de dose calibrada
preferidos incluem aqueles fabricados pela 3M ou Glaxo e

empregando um propulsor de hidrofluorocarboneto.

As formulacgdes de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF para
utilizacdo com um dispositivo inalador de dose calibrada irédo,
em geral, incluir um pd finamente dividido contendo, pelo menos,
um anticorpo anti-TNF como uma suspensdo num meio ndo agquoso,
por exemplo, suspenso num propulsor com o auxilio de um
tensiocativo. O propulsor pode ser qualquer material convencional
empregue para este efeito, tais como clorofluorocarboneto,
hidroclorofluorocarboneto, hidrofluorocarboneto ou um
hidrocarboneto, incluindo triclorofluorometano,
diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol e 1,1,1,2-
tetrafluoroetano, HFA-134a (hidrofluroalcano-134a), HFA-227
(hidrofluroalcano-227) ou semelhantes. De um modo preferido, o
propulsor é um hidrofluorocarboneto. O tensioativo pode ser
escolhido para estabilizar o, pelo menos um, anticorpo anti-TNF
como uma suspensdo no propulsor, de modo a proteger o agente
ativo contra a degradacdo guimica e semelhantes. Os tensioativos
adequados incluem trioleato de sorbitano, lecitina de soja,
dcido oleico ou semelhantes. Em alguns casos, sdo preferidos

aerossdéis em solucdo wutilizando solventes, tal como etanol.
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Podem ser, também, incluidos na formulacdo agentes adicionais
conhecidos na técnica para formulacdo de uma proteina, tal como

uma proteina.

Um especialista na técnica ir4d reconhecer que o0s métodos da
catual invencdo podem ser alcancados por administracdo pulmonar
de, pelo menos, uma composicdo de anticorpo anti-TNF por meio de

dispositivos aqui nédo descritos.

Formulagdes Orais e Administracgéao

As formulacdes para administracéo oral baseiam-se na
coadministracdo de adjuvantes (e. g., resorcindis e tensioativos
ndo idénicos, tais como polioxietileno de éter oleilico e éter de
n-hexadecilpolietileno), de modo a aumentar artificialmente a
permeabilidade das paredes intestinais, assim como a
coadministracdo de inibidores enzimdticos (e. g., inibidores da
tripsina pancreética, diisopropilfluorofosfato (DFF) e trasilol)
de modo a inibir a degradacdo enzimédtica. O composto ativo
constituinte da forma de dosagem de tipo sb6lido para
administracdo oral pode ser misturado com, pelo menos, um
aditivo, incluindo sacarose, lactose, celulose, manitol,
trealose, rafinose, maltitol, dextrano, amidos, agar, alginatos,
quitinas, quitosanos, pectinas, goma-tragacanto, goma-aréabica,
gelatina, colagénio, caseina, albumina, polimeros sintéticos ou
semissintéticos e glicérido. Estas formas de dosagem podem,
também, conter outro(s) tipo(s) de aditivo(s), e. g., agente de
diluicdo inativo, lubrificante, tal como estearato de magnésio,
parabeno, agente conservante, tais como acido sdérbico, éacido
ascdrbico, tocoferol alfa, antioxidante, tal como cisteina,
desagregante, aglutinante, espessante, agente de tamponizacédo,

agente adocante, agente aromatizante, agente perfumante, etc.
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Os comprimidos e pilulas podem ser adicionalmente processados em
preparacdes entéricas revestidas. As preparacdes liquidas para
administracdo oral, incluem emulsdo, xarope, elixir, preparacdes
de suspensdo e solucdo permitidas para utilizacdo clinica. Estas
preparacdes podem conter agentes de diluicéao inativos
normalmente utilizados no referido campo, e. g., &gua. Os
lipossomas foram, também, descritos como sistemas de
distribuicdo de farmacos para insulina e heparina (Pat. U.S. N°
4239754) ., Mails recentemente, foram utilizadas microsferas de
polimeros artificiais de aminodcidos misturados (proteindides)
para a distribuicdo de medicamentos (Pat. U.S. N° 4925673). Além
disso, sdo conhecidos na técnica os compostos de veiculos
descritos na Pat. U.S. N° 5879681 e Pat. U.S. N° 55871753 que
S&o utilizados para a distribuicéo, oral, de agentes

biologicamente cativos.

Formulagdes Mucosais e Administracgdo

Para absorcdo através de superficies mucosas, as composicdes e
métodos de administracdo de, pelo menos, um anticorpo anti-TNF
incluem uma emulsdo compreendendo uma pluralidade de particulas
submicron, uma macromolécula mucoadesiva, péptido biocativo e uma
fase aquosa continua que promovem a absorcdo através de
superficies mucosas por concretizacdo da mucoadesédo das
particulas de emulsdo (Pat. U.S. N° b5514670). As superficies
mucosas adequadas para aplicacdo das emulsdes da presente
invencdo podem incluir as vias de administracdo corneal,
conjuntival, bucal, sublingual, nasal, vaginal, pulmonar,
estomacal, intestinal e rectal. As formulacdes para
administracdo wvaginal ou rectal, e. g., supositédrios, podem
conter, como excipientes, por exemplo, polialquilenoglicdis,

vaselina, manteiga de cacau e semelhantes. As formulacdes para
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administracdo intranasal podem ser sdélidas e conter, como
excipientes, por exemplo, lactose ou podem ser solucdes agquosas
ou oleosas de gotas nasais. Para administracdo Dbucal, os
excipientes incluem aclcares, estearato de célcio, estearato de
magnésio, amido pré-gelatinado e semelhantes (Pat. U.S.

N° 5849695) .

Formulacdes Transdérmicas e Administracédo

Para administracdo transdérmica o, pelo menos um, anticorpo
anti-TNEF ¢é encapsulado num dispositivo de distribuicdo, tais
como um lipossoma ou nanoparticulas poliméricas, microparticula,
microcépsula ou microsferas (designados, co lectivamente, por
microparticulas, salvo indicacdo em contrdrio). E conhecido um
determinado numero de dispositivos adequados, incluindo
microparticulas preparadas de polimeros sintéticos, tais como
dcidos poli-hidroxilos, tal como acido poliléctico, acido
poliglocbdélico e seus copolimeros, poliortoésteres, polianidridos
e polifosfazenos e polimeros naturais, tais como colagénio,
dcidos poliamino, albumina e outras proteinas, alginato e outros

polissacéridos e suas combinacdes (Pat. U.S. N° 5814599).

Administrag¢do Prolongada e Formulagodes

Pode, por vezes ser desejavel distribuir os compostos da
presente invencdo ao individuo durante periodos de @ tempo
prolongados, por exemplo, durante periodos de uma semana a um
ano de uma uUnica administracdo. Podem ser utilizadas diversas
formas de dosagem de libertacédo lenta, depdsito ou implante. Por
exemplo, uma forma de dosagem pode conter um sal ndo tdéxico,

farmaceuticamente aceitével, dos compostos que tém um baixo grau
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de solubilidade em fluidos corporais, por exemplo, (a) um sal de
adicdo &cida com um &cido polibédsico, tais como &cido fosfdérico,
dcido sulftirico, &cido citrico, &cido tartéarico, &cido téanico,
dcido pamdico, &cido alginico, é&cido poliglutdmico, &cidos mono-
ou di-sulfénicos de naftaleno, dcido poligalacturénico e
semelhantes; (b) um sal com um catido metédlico polivalente, tal
como zinco, célcio, bismuto, béario, magnésio, aluminio, cobre,
cobalto, niquel, cédmio e semelhantes, ou com um catido orgénico
formado a partir de, e. g., N,N’-dibenzil-etilenodiamino ou
etilenodiamino; ou (c) combinacdes de (a) e (b), e. g., sal de
tanato de =zinco. Adicionalmente, o0s compostos da presente
invencdo ou, de um modo preferido, sal relativamente insoluvel,
tal como aqueles agora descritos, podem ser formulados num gel,
por exemplo, gel de monoestearato de aluminio, e. g., déleo de
sésamo, adequado para injecéo. Os sais particularmente
preferidos s&do os sais de zinco, sais de tanato de =zinco, sais
de pamoato e semelhantes. Outro tipo de formulacdo de depdsito
de libertacdo lenta para injecdo ird conter o composto ou sal
disperso para encapsular num polimero ndo antigénico de
degradacdo lenta, ndo tdéxico, tal como um polimero de &cido
poliléactico/4cido poliglicdlico, por exemplo, como descrito na
Pat. U.S. N° 3773919. Os compostos ou, de um modo preferido,
sais relativamente insoluveis, tais como aqueles descritos
anteriormente podem ser, também, formulados em esférulas de
matriz sildstica de colesterol, particularmente para utilizacéo
em animais. Formulacdes adicionais de depdsito ou implante, de
libertacdo lenta, e. g., gasosas ou lipossomas liquidos (Pat.
U.S. N° 5770222 e “Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems”, J. R. Robinson ed., Marcel Dekker, Inc.,

N.Y., 1978).

Tendo a invencdo sido descrita na generalidade, a mesma ira ser

mais facilmente compreendida por referéncia aos exemplos
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seguintes que sdo proporcionados a titulo de ilustracdo e néo

devem ser vistos como limitativos.

Exemplo 1: Clonagem e Expressdo de Anticorpo TNF em Células de

Mamifero

Um vetor de expressdo de mamifero tipico contém, pelo menos, um
elemento promotor que medeia a iniciacdo de transcricdo de ARNm,
a sequéncia codificante do anticorpo e sinais requeridos para a
terminacdo de transcricdo e poliadenilacdo do transcrito.
Elementos adicionais incluem estimuladores, sequéncias de Kozak
e sequéncias intermédias flangqueadas por sitios dadores e
aceitadores para excisdo de ARN. A transcricdo altamente
eficiente pode ser alcancada com os promotores precoce e tardio
de S5V40, as repeticdes terminais longas (LTRS) de Retrovirus, e.
g., RSV, HTLVI, HIVI e o promotor precoce do citomegalovirus
(CMV) . Contudo, podem ser, também, utilizados elementos
celulares (e. g., o promotor da actina humana). Vetores de
expressdo adequados para utilizacdo na pratica da presente
invencdo incluem, por exemplo, vetores tais como pIRESlneo,
pRetro-0ff, pRetro-On, PLXSN ou pLNCX (Clonetech Labs, Palo
Alto, CA), pcDNA3.l1 (+/-), pcDNA/Zeo (+/-) ou pcDNA3.1l/Hygro
(+/-) (Invitrogen), PSVL e PMSG (Pharmacia, Uppsala, Suécia),
pPRSVcat (ATCC 37152), pSv2dhfr (ATCC 37146) e pBCl2MI (ATCC
©67109). As células hospedeiras de mamifero gque poderiam ser
utilizadas incluem as células humanas Hela 293, H9 e Jurkat,
células de murganho NIH3T3 e Cl127, células Cos 1, Cos 7 e CV 1,
quail QC1-3, células L de murganho e células de ovario de

hamster Chinés (CHO).

Alternativamente, o gene pode ser expresso em linhas celulares

estdveis que contém o gene integrado num cromossoma. A CO-
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transfeccdo com um marcador seleciondvel, tais como dhfr, gpt,
neomicina ou higromicina, permite a identificacdo e isolamento

das células transfectadas.

O gene transfectado pode ser, também, amplificado para expressar
grandes quantidades do anticorpo codificado. O marcador DHFR
(di-hidrofolato redutase) & Util para desenvolver linhas
celulares que transportam varias centenas ou mesmo VArios
milhares de cdépias do gene de interesse. Outro marcador de
selecdo ttil, é a enzima glutamina sintase (GS) (Murphy et al.,
Biochem. J. 227:277-279 (1991); Bebbington et al.,
Bio/Technology 10:169-175 (1992)). Utilizando estes marcadores,
as células de mamifero s&do cultivadas em meio seletivo e as
células com resisténcia mais elevada s&o selecionadas. Estas
linhas celulares contém o(s) gene(s) amplificado(s) integrado(s)
num cromossoma. As células de ovario de hamster Chinés (CHO) e
NSO sdo, frequentemente, utilizadas para a producédo de

anticorpos.

Os vetores de expressdo pCl e pC4d contém o forte promotor (LTR)
do Virus do Sarcoma de Rous (Cullen et al., Molec. Cell. Biol.
5:438-447 (1985)) mais um fragmento do estimulador de CMV
(Boshart et al., Cell 41:521-530 (1985)). Sitios de multipla
clonagem, e. g., com o0s sitios de clivagem de restricéo
enzimdtica BamHI, Xbal e Asp718, facilitam a clonagem do gene de
interesse. 0Os vetores contém, adicionalmente, o i1intrdo 3’, o
sinal de poliadenilacédo e terminacdo do gene de pré-proinsulina

de rato.
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Clonagem e Expressdo em Células CHO

O vetor pC4 é utilizado para a expressdo de anticorpo TNF. O
plasmideo pC4 & um derivado do plasmideo pSV2-dhfr (Acesso ATCC
N.° 37146). O plasmideo contém o gene DHFR de murganho sob
controlo do promotor precoce de SV40. As células de ovario de
hamster Chinés ou outras, carecendo de atividade de
di-hidrofolato que sdo transfectadas com estes plasmideos podem
ser gselecionadas por cultivo das células num meio seletivo (e.
g., MEM alfa menos, Life Technologies, Gaithersburg, MD)
suplementado com o agente qguimioterapéutico metotrexato. A
amplificacdo dos genes da DHFR em <células resistentes a
metotrexato (MTX) foi bem documentada (ver, e. g., F. W. Alt
et al., J. Biol. Chem. 253:1357-1370 (1978); J. L. Hamlin e C.
Ma, Biochem. et Biophys. Acta 1097:107-143 (1990); e M. J. Page
e M. A. Sydenham, Biotechnology 9:064-68 (1991)). As células
cultivadas em concentracdes crescentes de MTX desenvolvem
resisténcia ao féarmaco por sobreproducdo da enzima alvo, DHFR,
como resultado da amplificacdo do gene da DHFR. Se um segundo
gene for ligado ao gene da DHFR, ¢é habitualmente co-amplificado
e superexpresso. Sabe-se na técnica que esta abordagem pode ser
utilizada para desenvolver linhas celulares transportando mais
de 1000 cdépias do(s) gene(s) amplificado(s). Subsequentemente,
quando o metotrexato ¢é retirado, sdo obtidas linhas celulares
que contém o) gene amplificado integrado num ou mais

cromossoma (s) da célula hospedeira.

O plasmideo pC4 contém, para a expressdo do gene de interesse, ©
forte promotor da repeticdo terminal longa (LTR) do Virus do

Sarcoma de Rous (Cullen et al., Molec. Cell. Biol. 5: 438-447

(1985)) mais um fragmento isolado a partir do estimulador do
gene precoce imediato do citomegalovirus humano (CMV) (Boshart
et al., Cell 41: 521-530 (1985)). A jusante do promotor estdo os
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sitios de clivagem de restricdo enzimdtica BamHI, Xbal e Asp718
que permitem integracdo dos genes. Atrds destes sitios de
clonagem, o plasmideo contém o intrdo 3’ e sitio de
poliadenilacdo do gene pré-proinsulina de rato. Podem ser,
também, utilizados para expressdo outros promotores de elevada
eficiéncia, e. g., o promotor da b-actina humana, os promotores
precoce e tardio de SV40 ou as repeticdes terminais longas de
outros retrovirus, e. g., HIV e HTLVI. Os sistemas de expressédo
génica Tet-0ff e Tet-On da Clontech e sistemas semelhantes podem
ser utilizados para expressar o TNF num modo regulado em células
de mamifero (M. Gossen e H. Bujard, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 5547-5551 (1992)). Para a poliadenilacdo do ARNm podem ser,
também, utilizados outros sinais, e. g., dos genes da hormona
humana do crescimento ou globina. As linhas celulares estéaveis
transportando um gene de interesse integrado nos cromossomas
podem ser, também, selecionadas apds co-transfeccdo com um
marcador selecionadvel, tais como gpt, G418 ou higromicina. E
vantajoso utilizar mais de um marcador selecionédvel no inicio,

e. g., G418 mais metotrexato.

O plasmideo pC4 ¢é digerido com enzimas de restricdo e, depois,
desfosforilado wutilizando fosfatase intestinal de vitelo por
processos conhecidos na técnica. O vetor &, depois, isolado a

partir de um gel de agarose a 1%.

O ADN isolado codificando a regido varidvel e constante e o
vetor desfosforilado s&o, depois, ligados com T4 ADN ligase. As
células de E. coli HB101l ou XL-1 Blue sdo, depois, transformadas
e as bactérias que contém o fragmento inserido no plasmideo pC4
sdo identificadas utilizando, por exemplo, anédlise de restricéo

enzimdtica.
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As células de ovario de hamster Chinés (CHO) carecendo de um
gene de DHFR ativo s&o utilizadas para transfeccdo. 5 g do
plasmideo de expressdo pC4 sdo co-transfectadas com 0,5 g do
plasmideo pSV2-neo utilizando lipofectina. O plasmideo pSV2neo
contém um marcador selecionédvel dominante, o gene neo de Tnb
codificando uma enzima que confere resisténcia a um grupo de
antibidticos, incluindo G418. As células sdo inoculadas em MEM
menos alfa, suplementado com G418 a 1 g/mL. Apdbds 2 dias, as
células sé&o tripsinizadas e inoculadas em placas de clonagem de
hibridoma (Greiner, Alemanha) em MEM menos alfa, suplementado
com 10, 25 ou 50 ng/mL de metotrexato mais G418 a 1 g/mL. Apds
cerca de 10-14 dias, os clones Unicos s&do tripsinizados e,
depois, inoculados em placas de petri de 6 pocos ou baldes de
vidro de 10 mL, utilizando diferentes concentracdes de
metotrexato (50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM). Os clones
crescendo as concentracdes malis elevadas de metotrexato séo,
depois, transferidos para novas placas de 6 pocos contendo
concentracdes ainda maiores de metotrexato (1 mM, 2 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM). O processo mesmo & repetido até que sejam obtidos
clones que crescam a uma concentracdo de 100 - 200 mM. A
expressdo do produto génico desejado é analisada, por exemplo,
por SDS-PAGE e transferéncia de Western ou por anadlise de HPLC

de fase reversa.

Exemplo 2: Produgdo de Anticorpos Monoclonais IgG Humanos De
Elevada Afinidade, Reativos Com TNF Humano, Utilizando Murganhos
Transgénicos

Sumario

Foram wutilizados murganhos transgénicos que contém genes de

cadeia pesada e leve de imunoglobulina humana para produzir
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anticorpos monoclonais de elevada afinidade, completamente
humanos, que podem ser terapeuticamente utilizados para a
inibicdo da acdo de TNF para ao tratamento de uma ou mais
doencas mediadas por TNF. Murganhos hibridos Fy (CBA/J X
C57BL6/J), contendo transgenes de anticorpos da regido variavel
e constante humana, para cadeias pesadas e leves, sdo imunizados
com TNF recombinante humano (Taylor et al., Intl. Immunol. 6:
579-591 (1993); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994);
Neuberger, M., Nature Biotech. 14: 826 (1996); Fishwild et al.,
Nature Biotechnology 14: 845-851 (1996)) . Diversas fusdes
produziram um ou mais painéis de anticorpos monoclonais IgG
completamente reativos para TNF humano. Os anticorpos anti-TNF
completamente humanos s&do adicionalmente caracterizados. Sé&o
todos IgGl. Verifica-se qgue tais anticorpos tém constantes de
afinidade algures entre 1x10° e 9x10%7. As afinidades
inesperadamente elevadas destes anticorpos monoclonais
totalmente humanos tornam os mesmos candidatos adequados para
aplicacdes terapéuticas em doencas, patologias ou disturbios

relacionados com TNF.

Abreviaturas

BSA - albumina de soro bovino
CO, - didéxido de carbono

DMSO - dimetilsulféxido

EIA - imunoensaio enzimético
FBS - soro bovino fetal

H,0, - perdéxido de hidrogénio
HRP - peroxidase de rabano

ID - intradérmico

Ig - imunoglobulina

TNEF - factor de necrose tecidular alfa
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IP - intraperitoneal

IV - intravenoso

Mab - anticorpo monoclonal

OD - densidade éptica

OPD - Dicloridrato de o-fenilenodiamina

PEG - polietilenoglicol

PSA - penicilina, estreptomicina, anfotericina
t.a. - temperatura ambiente

SQ - subcuténeo

v/v - volume por volume

p/v - peso por volume

Materiais e Métodos

Animais

Os murganhos transgénicos que podem expressar anticorpos humanos
sdo conhecidos na técnica (e estdo comercialmente disponiveis
(e. g., a partir de GenPharm International, San Jose, CA;
Abgenix, Freemont, CA e outros) gque expressam imunoglobulinas
humanas, mas ndo IgM ou Ig de murganho. Por exemplo, tais
murganhos transgénicos contém transgenes de sequéncia humana que
sofrem ligacdo V(D)J, troca de classe de cadeia pesada e mutacéo
somdtica, de modo a produzir um repertdrio de imunoglobulinas de
sequéncia humana (Lonberg et al., Nature 368:856-859 (1994)). O
transgene de cadeia leve pode ser derivado, e. g., em parte, a
partir de um clone de cromossoma artificial de levedura que
inclui, ©praticamente, metade da regido V humana de 1linha
germinal. Adicionalmente, o transgene de cadeia pesada pode
codificar as regides constantes p humana e 1 humana (Fishwild et
al., Nature Biotechnology 14:845-851 (1996)) e/ou 3. Os

murganhos derivados de linhagens genotipicas apropriadas podem

107



ser utilizados nos processos de imunizacdo e fusdo para

produzirem anticorpos monoclonais totalmente humanos para TNF.

Imunizacéao

Podem ser utilizados um ou mais programas de imunizacdo para
produzir os hibridomas humanos anti-TNF. As véarias primeiras
fusdes podem ser realizadas apds o protocolo de imunizacéo
exemplificativo que se segue, porém outros protocolos conhecidos
semelhantes podem ser utilizados. VAarios murganhos fémea e/ou
macho transgénicos castrados cirurgicamente as 14-20 semanas de
idade s&do imunizados IP e/ou ID com 1-1000 pg de TNF humano
recombinante, emulsionado com um volume igual de TITERMAX ou
adjuvante completo de Freund, num volume final de 100-400 uL (e.
g., 200). Cada murganho pode, também, opcionalmente receber 1-10
Bng em 100 pL de solucdo salina fisioldgica em cada um dos
2 sitios SQ. Os murganhos podem, depois, ser imunizados 1-7,
5-12, 10-18, 17-25 e/ou 21-34 dias mais tarde IP (1-400 ng) e SQ
(1-400 pg x 2) com TINF emulsionado com um volume igual de
TITERMAX ou adjuvante incompleto de Freund. Os murganhos podem
ser sangrados 12-25 e 25-40 dias mais tarde, por puncéo
retro-orbital, sem anticoagulante. O sangue ¢, depois, deixado
coagular, a t.a., durante uma hora e o soro ¢ recolhido e
titulado utilizando um ensaio EIA de TNF, de acordo com métodos
conhecidos. As fusdes sdo realizadas quando injecdes repetidas
ndo causam o aumento dos titulos. Nesse momento, pode ser
proporcionada aos murganhos uma injecdo de reforco final, IV, de
1-400 pg de TNF diluido em 100 pL de solucdo salina fisioldgica.
Trés dias mais tarde, os murganhos podem ser eutanasiados por
deslocacdo cervical e o0s bacos removidos assepticamente e
imersos em 10 pL. de soro fisioldgico tamponado com fosfatos

(PBS) fria, contendo penicilina a 100 U/mL, estreptomicina a 100
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ng/mL e anfotericina B (PSA) a 0,25 pg/mL. Os esplendcitos séo
recolhidos por perfusdo estéril do baco com PSA-PBS. As células
sdo lavadas uma vez em PSA-PBS frio, —contadas utilizando
exclusédo de corante azul de Tripano e ressuspensas em meios RPMI

1640 contendo Hepes a 25 mM.

Fusdo Celular

A fusédo pode ser efetuada a uma razdo de 1:1 a 1:10 de células
de mieloma murino para células do baco vidveis, de acordo com
métodos conhecidos, e. g., como conhecido na técnica. Como
exemplo ndo limitativo, as células do baco e as células de
mieloma podem ser sedimentadas em conjunto. O sedimento pode
ser, depois, lentamente ressuspenso, durante 30 segundos, em
1 mL de 50% (p/v) de solucdo PEG/PBS (peso molecular de PEG
1450, Sigma) a 37 °C. A fusdo pode ser, depois, interrompida por
adicdo lenta de 10,5 mL de meio RPMI 1640, contendo Hepes a
25 mM (37 °C), durante 1 minuto. As células fundidas s&o
centrifugadas, durante 5 minutos, a 500-1500 rpm. As células
sdo, depois, ressuspensas em meio HAT (meio RPMI 1640 contendo
Hepes a 25 mM, 10% de soro Fetal Clone I (Hyclone), piruvato de
sédio a 1 mM, L-glutamina a 4 mM, gentamicina a 10 pg/mL, 2,5%
de suplemento de cultivo Origen (Fisher), 10% de meios RPMI 1640
condicionados com 653 /Hepes, 2-mercaptoetanol a 50 uM,
hipoxantina a 100 pM, aminopterina a 0,4 puM e timidina a 16 uM)
e, depois, plagqueadas a 200 pL/poco em quinze placas de cultura
de tecidos de fundo achatado de 96 pocos. As placas sdo, depois,
colocadas numa incubadora humidificada, a 37 °C, contendo 5% de

CO, e 95% de ar, durante 7-10 dias.
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Detegdo de Anticorpos IgG Humanos Anti-TNF em Soro de Murganho

Os EIA de fase sé6lida podem ser utilizados para rastrear soros
de murganho para anticorpos IgG humanos, especificos para TNF
humano. Resumidamente, as placas podem ser revestidas com TNF a
2 pg/mL em PBS, de um dia para o outro. Apbds lavagem em solucdo
salina a 0,15 M contendo 0,02% (v/v) de Tween 20, 0s pocos podem
ser bloqueados com 1% (p/v) de BSA em PBS, 200 uL/poco, durante
1 hora, a t.a. As placas sdo utilizadas imediatamente ou
congeladas a -20 °C para utilizacdo futura. As diluicdes de soro
de murganho s&o incubadas nas placas revestidas com TNF, a
50 pL/poco, a t.a., durante 1 hora. As placas sdo lavadas e,
depois, sondadas com 50 pL/poco de IgG de cabra anti-humano
marcado com HRP, especifico de Fc, diluido 1:30000 em 1% de BSA-
PBS, durante 1 hora, a t.a. As placas podem ser, de novo,
lavadas e 100 uL/poco da solucdo de substrato citrato-fosfato
(Acido citrico a 0,1 M e fosfato de sdédio a 0,2 M, H,0, a 0,01% e
OPD a 1 mg/mL) s&do adicionados, durante 15 minutos, a t.a. A
solucdo de interrupcdo (4cido sulftrico a 4 N) ¢&, depois,
adicionada a 25 pL/poco e as OD sdo lidas, a 490 nm, por meio de

um espectrofotdémetro de placas automatizado.

Detecgédo de Imunoglobulinas Completamente Humanas em

Sobrenadantes de Hibridoma

O crescimento de hibridomas positivos segregando imunoglobulinas
totalmente humanas pode ser detetado utilizando um EIA adequado.
Resumidamente, as placas de 96 pocos pop-out (VWR, 610744) podem
ser revestidas com Fc de IgG de cabra anti-humano a 10 pg/mL, em
tampdo de carbonato de sdédio, de um dia para o outro, a 4 °C. As
placas sdo lavadas e bloqueadas com 1% de BSA-PBS, durante

uma hora, a 37 °C e utilizadas imediatamente ou congeladas a -20
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°C. Os sobrenadantes de hibridomas ndo diluidos s&o incubados
nas placas, durante uma hora, a 37 °C. As placas sdo lavadas e
sondadas com anticorpo capa de cabra anti-humano, marcado com
HRP, diluido 1:10000 em 1% de BSA-PBS, durante uma hora, a 37
°C. As placas sdo, depois, incubadas com solucdo de substrato

como descrito anteriormente.

Determinagdo de Reatividade de Anti-TNF Totalmente Humano

Os hibridomas, como acima, podem ser simultaneamente ensaiados
para reatividade para TNF, utilizando um ensaio adequado RIA, ou
outro. Por exemplo, 0s sobrenadantes sdo incubados em placas de
Fc de IgG de cabra anti-humano, como anteriormente, lavados e,
depois, sondados com TNF marcado radiocactivamente com contagens
apropriadas por poc¢o, durante 1 hora, a t.a. O0s pogcos sé&o
lavados duas vezes com PBS e o TNF ligado marcado

radiocactivamente é quantificado utilizando um contador adequado.

Os hibridomas segregando anti-TNF de IgGl humano podem ser
expandidos em cultura celular e serialmente subclonados por
diluicdo limitante. As populacdes clonais resultantes podem ser
expandidas e criopreservadas em meio de congelacdo (FBS a 95%,

DMSO a 5%) e armazenadas em azoto liquido.

Isotipagem

A determinacdo de isdétipo dos anticorpos pode ser realizada
utilizando um EIA, num formato semelhante ao utilizado para
rastrear 0s soros imunitérios de murganho, para titulos
especificos. O TNF pode ser revestido em placas de 96 pocos como

descrito acima e o anticorpo purificado a 2 pg/mL pode ser
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incubado na placa durante uma hora a TA. A placa é lavada e
sondada com HRP de cabra anti-humano marcado de IgG; ou marcado
com HRP de cabra anti-IgGs humana diluido a 1:4000 em 1% BSA-PBS,
durante uma hora a TA. A placa foi novamente lavada e incubada

com a solucdo de substrato como descrito acima.

Cinética de Ligagdo de Anticorpos Humanos Anti-TNF Humano Com

TNF Humano

As caracteristicas de ligacdo para anticorpos podem @ ser
adequadamente avaliadas utilizando, por exemplo, EIA de captura
de TNF e tecnologia BIAcore. As concentracdes medidas de
anticorpos TNF humanos purificados, podem ser avaliadas para
ligacdo a placas de EIA revestidas com 2 npg/mL de TNF em ensailos
como descritos anteriormente. As OD podem  ser, depois,
apresentadas como representacdes graficas semi-log, mostrando

eficiéncias relativas de ligacéo.

As constantes de ligacdo quantitativa podem ser obtidas, e. g.,
como Sse segue, ou por qualquer outro método conhecido adequado.
Um chip CM-5 da BIAcore (carboximetilo) é colocado numa unidade
BIAcore 2000. Tampdo HBS (HEPES a 0,01 M, NaCl a 0,15 M, EDTA a
3 mM, 0,005% v/v de tensioativo P20, pH 7,4) ¢ circulado sobre
uma célula de fluxo do chip, a 5 pL/minuto, até a obtencdo de
uma linha de Dbase. Uma solucdo (100 pL) de 15 mg de EDC
(cloridrato de N-etil-N’'-(3-dimetil-aminopropil)-carbodiimida)
em 200 pL de &gua é adicionada a 100 pL de uma solucdo de 2,3 mg
de NHS (N-hidroxissuccinimida) em 200 pL. de &gua. Quarenta
(40) pL da solucdo resultante sdo injectados sobre o chip.
Seis pL de uma solucdo de TNF humano (15 ng/mL em acetato de
sédio a 10 mM, pH 4,8) sdo injetadas sobre o chip, resultando
num aumento de ca. 500 RU. O tampdo é alterado para tampdo de

corrida TBS/Ca/Mg/BSA (Tris a 20 mM, cloreto de sédio a 0,15 M,
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cloreto de célcio a 2 mM, acetato de magnésio a 2 mM, 0,5% de
Triton X-100, BSA a 25 pg/mL, pH 7,4) e circulado sobre o chip,
de um dia para o outro, para equilibrar o mesmo e para
hidrolisar ou proteger quaisquer ésteres de succinimida gque néo

reagiram.

Os anticorpos sdo dissolvidos em tampdo de corrida a 33,33,
16,67, 8,33; e 4,17 nM. O caudal ¢ ajustado para 30 pL/min e a
temperatura do instrumento para 25 °C. Sdo utilizadas duas
células de fluxo para corridas de cinética, uma sobre a qual
tinha sido imobilizado TNF (amostra) e uma segunda célula de
fluxo ndo derivatizada (branco). 120 pL de cada concentracdo de
anticorpo sdo injetados sobre as células de fluxo e 30 pL/min
(fase de associacédo) seguidos de 360 segundos ininterruptos de
tampdo de corrida (fase de dissociacdo). A superficie do chip é
regenerada (o complexo, fator de necrose tecidular
alfa/anticorpo, dissociado) por duas injec¢des segquenciais de

30 pL cada de tiocianato de guanidina a 2 M.

A anédlise dos dados é realizada utilizando BIA evaluation 3.0 ou
CLAMP 2.0, como conhecido na técnica. Para cada concentracdo de
anticorpo, o sensograma em branco é subtraido do sensograma da
amostra. Um ajuste global é realizado tanto para a dissociacéo
(k¢seg_H como associacdo (kg, mol™? segﬁ) e a constante de
dissociacdo (Kp, mol) calculada (kg/ks). Se a afinidade de
anticorpo for suficientemente elevada, tal que os RUs do
anticorpo capturados sejam > 100, s&do <realizadas diluicdes

adicionais do anticorpo.
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Resultados e Discusséo

Produgdo de Anticorpos Monoclonais Anti-TNF Humano

Sdo realizadas diversas fusdes e cada fusdo ¢ inoculada em 15
placas (1440 pocos/fusédo) que produzem varias dazias de
anticorpos, especificos para o TNF humano. Destas, verifica-se
que algumas consistem numa combinacdo de cadeias Ig humanas e de
murganho. Os restantes hibridomas segregam anticorpos anti-TNF
consistindo, unicamente, em cadeias pesadas e leves humanas. Dos

hibridomas humanos, espera-se que todos sejam IgGl.

Cinética de Ligagdo de Anticorpos Humanos Anti-TNF Humano

As anédlises de ELISA confirmam que o anticorpo purificado da
maioria ou todos destes hibridomas se liga ao TNF num modo
dependente da concentracédo-. As Figuras 1-2 mostram  o0s
resultados da eficiéncia de ligacdo relativa destes anticorpos.
Neste caso, é medida a avidez do anticorpo para o seu antigénio
correlacionado (epitopo). Deve ser notado que a ligacdo de TNF
direitamente a placa de EIA pode causar desnaturacdo da proteina
e as afinidades de ligacdo aparentes ndo podem ser um reflexo da
ligacdo a proteina né&do desnaturada. Verifica-se c¢ingquenta por

cento de ligacdo ao longo de uma gama de concentracdes.

As constantes de ligacdo gquantitativa sdo obtidas utilizando
andlise BIAcore dos anticorpos humanos e revelam que diversos
dos anticorpos monoclonais humanos tém afinidade muito elevada,

com K, na gama de 1x107° a 7x107*%.
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Conclusodes

S&o realizadas diversas fusdes utilizando esplendcitos
provenientes de murganhos hibridos, contendo transgenes de
anticorpos de regido variédvel e constante humana que sé&o
imunizados com TNF humano. E produzido um conjunto de diversos
anticorpos monoclonais IgG, reativos para TNF, completamente
humanos do isdétipo IgGl. Os anticorpos anti-TNF completamente
humanos s&o adicionalmente caracterizados. Varios dos anticorpos
produzidos tém constantes de afinidade entre 1x10° e 9x10'%. As
afinidades inesperadamente elevadas destes anticorpos
monoclonais totalmente humanos, tornando-os adequados para
aplicacgdes terapéuticas em doencas, patologias ou estados

relacionados dependentes de TNF.

Exemplo 2: Produgdo de Anticorpos Monoclonais IgG Humanos

Reativos para TNFY humano

Sumario

Murganhos hibridos F, (CBA/J x C57BL/6J), contendo transgenes de
anticorpos da regido varidvel e constante humana, para cadeias
pesadas e leves, foram imunizados com TNFYV humano recombinante.
Uma fusédo, denominada GenTNV, produziu oito anticorpos
monoclonais IgGlxk totalmente humanos que se ligam a TNFa humano
recombinante imobilizado. Pouco apbds a identificacdo, as oito
linhas celulares foram transferidas para Molecular Biology, para
caracterizacdo adicional. Visto que estes MAb sdo totalmente
humanos em sequéncia, espera-se gue gsejam menos imunogénicos do

que cA2 (Remicade) em humanos.
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Abreviaturas

BSA - albumina de soro bovino
CO, - didéxido de carbono

DMSO - dimetilsulféxido

EIA - imunoensaio enzimético
FBS - soro bovino fetal

H,0, - perdxido de hidrogénio
HC - cadeia pesada

HRP - peroxidase de rabano

Ig - imunoglobulina

IP - intraperitoneal
IV - intravenoso
Mab - anticorpo monoclonal

OD - densidade optica
OPD - dicloridrato de o-Fenilenodiamina

PEG - polietilenoglicol

PSA - penicilina, estreptomicina, anfotericina
t.a. - temperatura ambiente

SQ - subcuténeo

TNFVY - factor de necrose tumoral alfa

v/v - volume por volume

p/v - peso por volume

Introducéao

Foram wutilizados murganhos transgénicos que contém genes de
cadeia pesada e leve de imunoglobulina humana para produzir
anticorpos monoclonais totalmente humanos que sdo especificos
para TNFV humano recombinante. Espera-se que estes anticorpos
tnicos possam gser utilizados, visto que CcA2 (Remicade) ¢&

utilizado para inibir terapeuticamente 0s processos
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inflamatérios envolvidos em doenca mediada por TNFVY, com o
beneficio de meia-vida sérica aumentada e efeitos laterais

diminuidos, referentes a imunogenicidade.

Materiais e Métodos

Animais

Murganhos transgénicos que expressam imunoglobulinas humanas,
mas ndo IgM ou Igk de murganho, foram desenvolvidos pela
GenPharm International. Estes murganhos contém transgenes de
anticorpos humanos funcionais que sofrem ligacdo V(D)J, troca de
classe de cadeia pesada e mutacdo somatica, de modo a produzir
um repertdrio de imunoglobulinas (1) humanas especificas de
antigénios. Os transgenes de cadeia leve podem ser derivados, em
parte, a partir de um clone de cromossoma artificial de levedura
que inclui, praticamente, metade do 1lécus Vi humano de linha
germinal. Além de diversos genes VH, o transgene de cadeia
pesada (HC) codifica as regides constantes p humana e vyl humana
(2) e/ou vy3. Um murganho derivado da linhagem genotipica
HCol2/KCo5 foi utilizado no processo de imunizacdo e fusdo, de

modo a produzir os anticorpos monoclonais aqui descritos.

Purificagdo de TNFY humano

O TNFV humano foi purificado a partir de sobrenadante de cultura
de tecidos, proveniente de células C237A, por cromatografia de
afinidade utilizando uma coluna empacotada com o recetor de TNFV
-proteina de fusdo de Fc (p55-sf2) (5), ligada a Sepharose 4B
(Pharmacia). O sobrenadante celular foi misturado com a nona
parte do seu volume de PBS a 10x da Dulbecco (D-PBS) e passado

através da coluna, 4 °C, a 4 mL/min. A coluna foi, depois,
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lavada com PBS e o TNFV foi eluido com citrato de sédio a 0,1 M,

pH 3,5 e neutralizada com Tris-HCl a 2 M, pH 8,5. O TNFV
purificado foi submetido a uma troca de tampdo em Tris a 10 mM,
cloreto de sédio a 0,12 M, pH 7,5 e filtrado através de um

filtro de seringa de 0,2 um.

Imunizag¢des

Um murganho fémea GenPharm de, aproximadamente, 16 semanas de
idade foi imunizado IP (200 pL) e ID (100 pL na base da cauda)
com um total de 100 pg de TNFVY (lote JG102298 ou JG102098),
emulsionado com um volume igual de adjuvante Titermax, nos dias
0, 12 e 28. 0O murganho foi sangrado nos dias 21 e 35 por puncéo
retro-orbital, sem anticoagulante. O sangue foi deixado
coagular, a t.a., durante uma hora e o soro foi recolhido e
titulado utilizando um ensaio EIA de fase sélida de TNFV. A
fusdo, denominada GenTNV, foi realizada apbdés o murganho ser
deixado a descansar durante sete semanas, a seguir a injecdo no
dia 28. Ao murganho, com um titulo especifico de IgG humano de

1:160 contra TNFV, foi, depois, proporcionada uma injecdo de

reforco final, IV, de 50 pg de TNFV diluido em 100 pL de solucéio
salina fisioldbégica. Trés dias mais tarde, o murganho foi
eutanasiado por deslocacdo cervical e o bacgo foi removido
assepticamente e imerso em 10 pL de soro fisioldgico tamponado
com fosfatos (PBS) fria, contendo penicilina a 100 U/mL,
estreptomicina a 100 pg/mL e anfotericina B (PSA) a 0,25 ug/mL.
Os esplendécitos foram recolhidos por perfusdo estéril do baco
com PSA-PBS. As células foram lavadas uma vez em PSA-PBS frio,
contadas utilizando um contador Coulter e ressuspensas em meios

RPMI 1640 contendo Hepes a 25 mM.
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Linhas Celulares

0O agente de fusdo de mieloma de murganho n&o secretor, 653, foi
recebido no grupo Cell Biology Services (CBS) em 5-14-97
proveniente do grupo Centocor’s Product Development. A linha
celular foi expandida em meio RPMI (JRH Biosciences)
suplementado com 10% (v/v) de FBS (Cell Culture Labs), piruvato
de sédio a 1 mM, NEAA a 0,1 mM, L-glutamina a 2 mM (todos da JRH
Biosciences) e criopreservada em FBS a 95% e DMSO (Sigma) a 5%,
depois, armazenada numa arca congeladora de azoto liquido de
fase de vapor em CBS. O branco celular era estéril (Quality
Control Centocor, Malvern) e 1isento de micoplasma (Bionique
Laboratories). As células foram mantidas na fase log de cultura
até a fusdo. Foram lavadas em PBS, contadas e a viabilidade
determinada (> 95%) por meio de exclusdo de corante azul de

tripano, antes da fuséo.

O TNFY humano foi produzido por uma linha celular recombinante,
denominada C237A, gerada em Molecular Biology, em Centocor. A
linha celular foi expandida em meio IMDM (JRH Biosciences)
suplementado com 5% (v/v) de FBS (Cell Culture Labs), L-
glutamina a 2 mM (todos da JRH Biosciences) e 0,5 g/mL de &cido
micofendélico e criopreservadas em FBS a 95% e DMSO a 5% (Sigma),
depois armazenada numa arca congeladora de azoto liguido de fase
de wvapor em CBS (13). O branco celular era estéril (Quality
Control Centocor, Malvern) e isento de micoplasma (Bionique

Laboratories).
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Fusdo Celular

A fusédo celular foi efetuada utilizando uma razédo 1l:1 de células
de mieloma murino 653 e células viadveis de Dbaco murino.
Resumidamente, as células do baco e mieloma foram sedimentadas
em conjunto. O sedimento foi lentamente ressuspenso, durante um
periodo de 30 segundos, em 1 mL de 50% (p/v) de solucdo PEG/PBS
(peso molecular de PEG de 1450 g/mole, Sigma) a 37 °C. A fusdo
foi interrompida por adicdo lenta de 10,5 mL de meios RPMI (sem
aditivos) (JRH) (37 °C) durante 1 minuto. As células fundidas
foram centrifugadas durante 5 minutos a 750 rpm. As células
foram, depois, ressuspensas em meio  HAT (meio RPMI/HEPES
contendo Soro Bovino Fetal (JRH) a 10%, piruvato de sédio a
1 mM, L-glutamina a 2 mM, gentamicina a 10 ug/mL, 2,5% de
suplemento de cultivo Origen (Fisher), 2-mercaptoetanol a 50 uM,
1% de meios RPMI condicionados com 653, hipoxantina a 100 uM,
aminopterina a 0,4 pM e timidina a 16 pM) e, depois, plaqueadas
a 200 pL/poco em cinco placas de cultura de tecidos de fundo
achatado de 96 pocos. As placas foram, depois, colocadas numa
incubadora humidificada, a 37 °C, contendo 5% de CO, e 95% de ar,

durante 7-10 dias.

Detecdo de Anticorpos IgG Humanos Anti-TNFV em Soro de Murganho

Os EIA de fase sdélida foram utilizados para rastrear soros de
murganho para anticorpos IgG humanos, especificos para TNFVY
humano. Resumidamente, as placas foram revestidas com TNFVY a
1 pg/mL em PBS, de um dia para o outro. Apds lavagem em solucdo
salina a 0,15 M contendo 0,02% (v/v) de Tween 20, os pocos foram
bloqueados com 1% (p/v) de BSA em PBS, 200 uL/poco, durante
1 hora, a t.a. As placas foram utilizadas imediatamente ou

congeladas a -20 °C para utilizacdo futura. Os soros de murganho

120



foram incubados em diluicbes seriais duplas nas placas
revestidas com TINFY humano, a 50 pL/poco, & t.a., durante
1 hora. As placas foram 1lavadas e, depois, sondadas com
50 pL/poco de IgG de cabra anti-humano marcado com HRP,
especifico de Fc (Accurate), diluido 1:30000 em 1% de BSA-PRS,
durante 1 hora, a t.a. As placas foram, de novo, lavadas e
100 pL/poco da solucdo de substrato citrato-fosfato (Acido
citrico a 0,1 M e fosfato de sédio a 0,2 M, H,0, a 0,01% e OPD a
1 mg/mL) foram adicionados, durante 15 minutos, a t.a. Uma
solucdo de interrupcdo (adcido sulfarico a 4 N) foi, depois,
adicionada a 25 pL/poco e as OD foram lidas, a 490 nm,

utilizando um espectrofotdémetro de placas automatizado.

Deteg¢do de Imunoglobulinas Totalmente Humanas em Sobrenadantes

de Hibridoma

Em virtude de o murganho GenPharm ser capaz de produzir as
cadeias de imunoglobulina de murganho e humanas, foram
utilizados dois ensaios EIA separados para testar clones de
hibridoma positivos para crescimento para a presenca tanto de
cadeias leves humanas e cadeias pesadas humanas. As placas foram
revestidas como descrito anteriormente e o0s sobrenadantes de
hibridomas n&do diluidos foram incubados nas placas, durante
uma hora, a 37 °C. As placas foram lavadas e sondadas com
anticorpo capa de cabra anti-humano conjugado a HRP (Southern
Biotech), diluido 1:10000 em BSA-HBSS a 1%, ou anticorpo
especifico de Fc de IgG de cabra anti-humano conjugado a HRP,
diluido para 1:30000 em BSA-HBSS a 1%, durante uma hora, a
37 °C. As placas foram, depois, incubadas com solucdo de
substrato como descrito anteriormente. Os clones de hibridoma

que ndo proporcionaram um sinal positivo nos formatos de EIA,
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tanto capa anti-humano como Fc de IgG anti-humano, foram

descartados.

Isotipagem

A  determinacdo de isétipo dos anticorpos foi realizada
utilizando um EIA, num formato semelhante ao utilizado para
rastrear o©0s soros imunitédrios de murganho, para titulos
especificos. As placas EIA foram revestidas com IgG de cabra
anti-humano (H+L), a 10 pg/mL, em tampdo de carbonato de sdédio,
de um dia para o outro, a 4EC e bloqueadas como descrito
anteriormente. Os sobrenadantes limpos das culturas de 24 pocos
foram incubados na placa, durante uma hora, a t.a. A placa foi
lavada e sondada com IgG;, IgG,, IgGs ou IgG, (Binding Site) de
cabra anti-humano marcado com HRP, diluidos 1:4000 em 1% de
BSA-PBS, durante uma hora, a t.a. A placa foi novamente lavada e

incubada com solucdo de substrato, como descrito anteriormente.

Resultados e Discusséo

Producdo de Anticorpos Monoclonais Anti-TNFYVY Humanos Totalmente

Humanos

Uma fusédo, denominada GenTNV, foi realizada a partir de um

murganho GenPharm imunizado com proteina TNEV humana
recombinante. A partir desta fuséo, foram rastreados
196 hibridos positivos ©para crescimento. Foram identificadas

oito 1linhas celulares de hibridomas que segregaram anticorpos
IgG totalmente humanos reativos com TINFV humano. Estas oito

linhas celulares segregaram, cada, imunoglobulinas do isdétipo

IgGlx humano e foram todas subclonadas duas vezes por diluicédo
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limitante, de modo a obter linhas celulares estéveis (> 90%
homogéneas). Os nomes das linhas celulares e respectivas
designacdes de c¢bdédigo C sdo listados na Tabela 1. Cada das
linhas celulares foi congelada em azoto liquido em bancos

celulares de investigacdo de 12 frasquinhos de wvidro.

As células parentais recolhidas de pocos de uma placa de cultura
de 24 pocos para cada uma das oito 1linhas celulares foram
entregues ao grupo Molecular Biology, a 2-18-99, para

transfeccdo e caracterizacdo adicional.

Tabela 1: Designacgdes GenTNV de Linha Celular

Nome Designagédo de Cédigo C
GenTNV14.17.12 C414A
GenTNV15.28.11 C415A
GenTNV32.2.16 C410A
GenTNV86.14.34 C417A
GenTNV118:3.36 C418A
GenTNV122.23.2 C419A
GenTNV148.26.12 C420A
GenTNV196.9.1 C421A
Conclusao
A fuséo GenTNV foi realizada utilizando esplendécitos

provenientes de um murganho hibrido, contendo transgenes de

anticorpos de regido variavel e constante humana que foi

imunizado com TNFVY humano recombinante, preparado em Centocor.
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Foram produzidos oito anticorpos monoclonais IgG reactivos para
TNFVY, totalmente humanos, do isétipo IgGlk. As linhas celulares
parentais foram transferidas para o grupo Molecular Biology,
para caracterizacdo e desenvolvimento adicionais. Um destes
novos anticorpos humanos pode revelar-se Util em anti-
inflamatério com o potencial beneficio de imunogenicidade e
complicacgdes de tipo alérgico diminuidas, em comparagdo com O

Remicade.
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Exemplo 3: Clonagem e Preparagdo de Linhas Celulares Expressando

Anticorpo anti-TNFV Humano

Sumario

Verificou-se que um painel de oito anticorpos monoclonais
humanos (mAb), com uma designacdo TNV, se ligou a TNFV humano
imobilizado com aparentemente elevada avidez. Demonstrou-se que
sete dos oito mAb bloguearam eficientemente a ligacdo de huTNFV

a um recetor de TNF recombinante. A andlise de sequéncia do ADN
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codificando os sete mAb confirmou que todos os mAb tinham
regides V humanas. As sequéncias de ADN revelaram, também, que
trés pares dos mAb eram idénticos entre si, de modo que o painel
original de oito mAb continha apenas quatro mAb distintos,
representados po TNV14, TNV15, TNV148 e TNV196. Com Dbase nas

andlises das sequéncias de aminodcidos deduzidas dos mAb e
resultados de dados de neutralizacdo de TNFYVY in vitro, os mAb

TNV148 e TNV14 foram selecionados para estudo adicional.

Devido ao residuo prolina na posicdo 75 (estrutura 3) na cadeia
pesada de TNV148 n&o se ter verificado nessa posigcdo em outros
anticorpos humanos do mesmo subgrupo durante uma pesquisa de uma
base de dados, foi realizada mutagénese dirigida pontual de ADN
para codificar um residuo serina nessa posicdo, a fim de estar
em conformidade com estruturas e sequéncias de linha germinal
conhecidas. O mAb modificado com serina foi designado TNV148B.
ADN amplificado por PCR, codificando as regibes variaveis de
cadeias pesadas e leves de TNV148B e TNV14, foi clonado em
vetores de expressdo preparados de novo gue eram baseados nos
genes de cadeias pesadas e leves, recentemente clonados, de
outro mAb humano (12B75), divulgado no pedido de patente US,
apresentado em 7 de Outubro de 2000, intitulado IL-12

Antibodies, Compositions, Methods and Uses.

Células P3X63Ag8.653 (653) ou células de mieloma de murganho
Sp2/0-Agl4 (Sp2/0) foram transfectadas com OS respetivos
plasmideos de expressdo de cadeias pesadas e leves e rastreadas
através de dois ciclos de subclonagem para linhas celulares
produzindo niveis elevados de mAb recombinantes TNV148B e TNV14
(rTNV148B e rTNV14). As avaliacdes de curvas de crescimento e
estabilidade de producdo de mAb ao longo do tempo indicaram que
os clones transfectantes de 653, C466D e C4d466C, produziram, de
maneira estéavel, aproximadamente 125 ug/mL de mAb rTNV148B em
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culturas extintas, enquanto 0 transfectante de Sp2/0,
1.73-12-122 (C467R), produziu, de maneira estavel,
aproximadamente, 25 ug/mL de mAb rTNV148B em culturas extintas.
Anédlises semelhantes indicaram que o <clone transfectante de

Sp2/0, C476A, produziu 18 pg/mL de rTNV14 em culturas extintas.

Introducéo

Foi anteriormente demonstrado que um painel de oito mAb,
derivados de murganhos GenPhanm/Medarex imunizados com TNFV

humano (genétipo HCo 12/KCo5) se ligam a TNFVY humano e tém um
isdétipo capa de IgGl, totalmente humano. Foi utilizado um ensaio
de ligacdo simples para determinar se os mAb exemplificativos da

invencédo eram suscetiveis de ter atividade neutralizante de TNFV

, por avaliacdo da sua capacidade para bloquearem o TNFYVY de se
ligar ao recetor de TNF recombinante. Com base nesses
resultados, resultados de sequéncia de ADN e caracterizacdes
in vitro de diversos dos mAb, o TNV148 foi selecionado como O

mAb a ser adicionalmente caracterizado.

As sequéncias de ADN codificando o mAb TNV148 foram clonadas,
modificadas para se ajustarem em vetores de expressdo génica que
codificam regides constantes adequadas, introduzidas nas bem
caracterizadas células de mieloma de murganho, 653 e Sp2/0, e as
linhas celulares transfectadas resultantes rastreadas até a
identificacdo dos subclones que produziam 40 vezes mais mAb do

que a linha celular de hibridoma original.
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Materiais e Métodos

Reagentes e Células

O reagente TRIZOL foi adguirido a Gibco BRL. A proteina K foi
obtida da Sigma Chemical Company. A transcritase reversa foi
obtida da Life Sciences, Inc. A Tag ADN polimerase foi obtida da
Perkin Elmer Cetus ou Gibco BRL. As enzimas de restricdo foram
adquiridas a New England Biolabs. 0 Kit QIAquick PCR
Purification era da Qiagen. Um Kit QuikChange Site-Directed
Mutagenesis foi adguirido a Stratagene. Os kits de
minipreparacdes plasmidicas Wizard e RNasin eram da Promega. AsS

Optiplates foram obtidas da Packard. 0 '%°

Iodo foi adgquirido a
Amersham. Os oligonucledétidos por medida foram adquiridos a
Keystone/Biosource International. Os nomes, numeros de
identificacdo e sequéncias dos oligonucledtidos utilizados neste

trabalho sdo mostrados an Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleétidos utilizados para clonar, manipular ou
sequenciar os genes do mAb TNV. Os aminoacidos codificados pelo
oligonucleétido 5’14s e HuH-J6 s&o mostrados por cima da
sequéncia. O residuo de aminoacido ‘M’ representa o coddo de
iniciacéo de traducéo. As sequéncias sublinhadas nos
oligonucledétidos 5’14s e HuH-J6 marcam os sitios de restricéao
BsiWI e BstBI, respectivamente. A barra em HuH-J6 corresponde a
fronteira exdo/intrdo. Notar dque os oligonucledétidos cuja
sequéncia corresponde a cadeia menos estdo escritos numa

orientacdo 3’-5'.
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Nome LD Ser Sequéncia

—

HGI-4b 119 3-TTGGTCCAGTCGGACTGG-5'
HG1-5b 354  ¥F-CACCTGCACTCGGTGCTT-5'
HGlhg 360  3-CACTGTTTTGAGTGTGTACGGGCTTAAGTT-5'
HG1-6 35 ¥-GCCGCACGTGTGGAAGGG-S'

HCKI-3E 117 ¥-AGTCAAGGTCGGACTGGCITAAGTT-S'
HuK-3'Hd 208  3-.GTIGTCCCCTCTCACAATCTTCGAATTT-5'
HVKRNAseq 34 3-GGCGGTAGACTACTCGTC-§

Bsiwl M D W T W § 1

5"4s 366 S-TTTCGTACGCCACCATGGACTGGACCTGGAGCATC-3'
5'46s 367  S-TTTCGTACGCCACCATGGGGTTTGGGCTGAGCTG-3'
5'47s 368  S-TTTCGTACGCCACCATGGAGTTITGGGCTGAGCATG-3'
3'63s 369  S-TITCGTACGCCACCATGAAACACCTGTGGITCTTC-3'
5'73s 370 5-TTTCGTACGCCACCATGGGGTCAACCGCCATCCTC-3'

T v T Vv 8 8§ BstBI
HuH-J6 388  3-GTGCCAGTGGCAGAGGAGTC/CATTCAAGCITAAGTT-5S'

Sall M D MR V
LK7s 362 S-TTTGTCGACACCATGGACATGAGGGTCC(TC)C-3'
Lvgs 363 S'“"TTTGTCGACACCATGGAAGCCCCAGCTC-3'
T K Vv D I K Af2

HuL-J3 380 3'CTGGTTITCACCTATAGTTIG/CATTCAGAATICGGCGCCTTT

V148-QC1 399  5-CATCTCCAGAGACAATICCAAGAACACGCTGTATC-3'
V148-QC2 400 3-GTAGAGGTCTCTGTTAaGGTTCTTGTGCGACATAG-5'

Foi obtido um tnico frasquinho de vidro congelado de células de
mieloma de murganho 653. O frasquinho de vidro foi descongelado
e expandido em baldes de vidro T, em IMDM, FBS a 5%, glutamina a
2 mM (meios). Estas células foram mantidas em cultura continua
até que foram transfectadas, 2 a 3 semanas mais tarde, com a ADN

anti-TNF, agui descrito. Algumas das culturas foram recolhidas 5
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dias apbs a data de descongelacéo, sedimentadas por
centrifugacdo e ressuspensas em FBS a 95%, DMSO a 5%,
aligquotadas em 30 frasquinhos de vidro, congeladas e armazenadas
para utilizacdo futura. De modo semelhante, foi obtido um Unico
frasquinho de vidro congelado de células de mieloma de murganho
Sp2/0. O frasquinho de vidro foi descongelado, preparada uma
nova congelacdo, como descrito anteriormente, e os frasquinhos
de vidro congelados armazenados em caixas CBC de arca
congeladora AA e AB. Estas células foram descongeladas e

utilizadas para todas as transfeccdes aqui descritas.

Ensaio para Inibigcdo de Ligag¢do de TNF a Receptor

Sobrenadantes celulares de hibridoma contendo os mAb TNV foram

utilizados para ensaiar para a capacidade de os mAb blogquearem a

ligacdo de TNFY marcado com '%°

I a proteina de fusdo de recetor
de TNF recombinante, pb5-sf2 (Scallon et al. (1995) Cytokine 7:
759-770). 50:1 de p55-sf2, a 0,5 pg/mL em PBS, foi adicionado a
Optiplates para revestir os pog¢os durante uma incubacdo de
uma hora, a 37 °C. Foram preparadas diluicdes seriais dos oito
sobrenadantes celulares de TNV em placas de fundo achatado de 96
pocos utilizando PBS/0,1% de BSA como diluente. O sobrenadante
celular contendo mAb anti-IL-18 foi incluido como um controlo

negativo e o mesmo sobrenadante de anti-IL-18 repicado com CcA2
(anticorpo anti-TNF quimérico, Remicade, patente US N° 5770198)
foi incluido como um controlo positivo. TNFY marcado com *°I
(58:Ci/:g, D. Shealy) foi adicionado a 100:1 de sobrenadantes
celulares para se ter uma concentracdo final de TNFV de 5 ng/mL.
A mistura foi pré-incubada, durante uma hora, a t.a. As
Optiplates revestidas foram lavadas para remover ©pbb-sfl néo
ligado e 50:1 da mistura '*’I-TNFY /sobrenadante celular foi
transferido para as Optiplates. Apbds 2 horas a t.a., as

Optiplates foram lavadas trés vezes com PBS-Tween. 100:1 de
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Microscint-20 foi adicionado e foram determinadas com as cpm de

ligadas utilizando o contador gama TopCount.

Amplificagdo de Genes V e Analise de Sequéncia de ADN

As células de hibridomas foram lavadas uma vez em PBS antes de
adicdo de reagente TRIZOL para preparacdo de ARN. Entre 7 X 10° e
1,7 X 10’ células foram ressuspensas em 1 mL de TRIZOL. Os tubos
foram vigorosamente agitados apds adicéao de 200 nuL de
cloroférmio. As amostras foram centrifugadas, a 4 °C, durante
10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo de
microcentrifugadora novo e um volume igual de isopropanol foi
adicionado. 0Os tubos foram vigorosamente agitados e deixados a
incubar, a temperatura ambiente, durante 10 minutos. As amostras
foram, depois, centrifugadas a 4 °C, durante 10 minutos. Os
sedimentos foram lavados uma vez com 1 mL de etanol a 70% e
secos brevemente num secador de vacuo. 0Os sedimentos de ARN
foram ressuspensos com 40 pL de &gua tratada com DEPC. A
qualidade das preparacdes de ARN foi determinada por
fraccionamento de 0,5 plL num gel de agarose a 1%. O ARN foi

armazenado numa arca congeladora a -80 °C, até & sua utilizacdo.

De modo a preparar ADNc de cadeia pesada e leve, foram
preparadas misturas que incluiram 3 pL de ARN e 1 ug, gquer de
oligonucledétido 119 (cadeia pesada) ou oligonucledtido 117
(cadeia leve) (ver a Tabela 1) num volume de 11,5 pL. A mistura
foi incubada a 70 °C, durante 10 minutos, num banho-maria e,
depois, arrefecida sobre gelo, durante 10 minutos. Foi preparada
uma mistura separada que era composta por 2,5 ulL de tampdo 10X
de transcritase reversa, 10 pL de dNTPs a 2,5 mM, 1 pL de
transcritase reversa (20 unidades) e 0,4 pL de inibidor de

ribonuclease RNasin (1 wunidade). 13,5 pL desta mistura foram
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adicionados aos 11,5 uL da mistura arrefecida de
ARN/oligonucledétido e a reacdo incubada, durante 40 minutos, a
42 °C. A sintese de ADNc foi, depois, armazenada numa arca

congeladora, a -20 °C, até a sua utilizacédo.

Os ADNc de cadeias pesadas e leves nédo purificados foram
utilizados como moldes para amplificar por PCR as sequéncias
codificantes da regido varidvel. Cinco pares oligonucleotidicos
(366/354, 367/354, 368/354, 369/354 e 370/354, Tabela 1) foram
simultaneamente testados para a sua capacidade de iniciar a
amplificacéao do ADN de cadeia pesada. Dois pares
oligonucleotidicos (362/208 e 363/208) foram simultaneamente
testados para a sua capacidade de iniciarem a amplificacdo do
ADN de <cadeia leve. As reacgdes de PCR foram efectuadas
utilizando 2 unidades de Tag ADN polimerase de alta fidelidade
(HIFI) PLATMUM™, num volume total de 50 pL. Cada reaccdo incluiu
2 pL de uma reaccdo de ADNc, 10 pmoles de cada oligonucledtido,
dNTPs a 0,2 mM, 5 pL de Tampdo 10 X HIFI e sulfato de magnésio a
2 mM. O programa de termociclador foi de 95 °C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos de (94 °C durante 30 segundos, 62
°C durante 30 segundos, 68 °C durante 1,5 minutos). Houve,

depois, uma incubacdo final a 68 °C durante 10 minutos.

De modo a preparar os produtos de PCR para dirigir a
sequenciacdo de ADN, estes foram purificados wutilizando o Kit
QIAgquick™ PCR Purification, de acordo com o ©protocolo do
fabricante. O ADN foi eluido da coluna de spin utilizando 50 uL
de &gua estéril e, depois, seca para um volume de 10 uL
utilizando um secador de véacuo. As reacdes de sequenciacdo de
ADN foram, depois, implementadas com 1 plL de produto de PCR
purificado, iniciador oligonucleotidico a 10 uM, 4 plL de mistura
de reacdo pronta BigDye Terminator™ e 14 pL de &gua estéril,

para um volume total de 20 pL. Os produtos de PCR de cadeia
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pesada preparados com o par oligonucleotidico foram sequenciados
com 0s iniciadores oligonucleotidicos 159 e 360. Os produtos de
PCR de cadeia leve preparados com o par oligonucleotidico
363/208 foram sequenciados com os oligonucledtidos 34 e 163. O
programa de termociclador para sequenciacdo foi de 25 ciclos de
(96 °C durante 30 segundos, 50 °C durante 15 segundos, 60 °C
durante 4 minutos) seguidos de, de um dia para o outro, a 4 °C.
Os produtos de reacdo foram fracionados através de um gel de
poliacrilamida e detetados utilizando um sequenciador

ABI 377 DNA.

Mutagénese Dirigida Pontual para Alterar um Aminoacido

Foi alterado um tUnico nucledétido na sequéncia de ADN de regido
variadvel de cadeia pesada de TNV148, a fim de recolocar Pro’® com
um residuo serina no mADb TNV148. Os oligonucledtidos
complementares, 399 e 400 (Tabela 1), foram concebidos e
ordenados para realizar esta alteracdo utilizando o sitio de
clonagem Unico BsiWI, imediatamente a montante do sitio de
iniciacdo de traducdo, seguindo o protocolo do fabricante. O
plasmideo resultante foi designado pl747. De modo a introduzir
um sitio BstBI na extremidade 3’ da regido variavel, foi
concebido um iniciador oligonucleotidico em 5’ com os sitios
Sall e BstBI. Este iniciador foi wutilizado com o iniciador
inverso de pUC para amplificar um fragmento de 2,75 kb a partir
de pl747. Este fragmento foi, depois, clonado de novo no sitio
de ocorréncia natural Sall na regido variadvel de 12B75 e um
sitio HindIII introduzindo, desse modo, o sitio BstBI tnico. O
vetor intermédio resultante, designado pl750, poderia aceitar
fragmentos de regido variadvel com extremidades de BsiWI e BstBI.
De modo a preparar uma versdo de vetor de cadeia pesada no qual

a regido constante, também derivada do gene 12B75, a insercéo
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BamHI-HindIII em pl750 foi transferida para pBR322, a fim de se
ter um sitio EcoRI a jusante do sitio HindIII. O plasmideo
resultante, pl768, foi depois digerido com HindIII e EcoRI e
ligado a um fragmento HindIII-EcoRI de 5,7 kb proveniente de
pl744, subclone derivado por clonagem do fragmento de grandes
dimensdes BamHI-BamHI de pl560 em pBC. O plasmideo resultante,
pl784, foi depois utilizado como vetor para os fragmentos de
ADNc do Ab TNV, com extremidades BsiWI e BstBI. Foi realizado
trabalho adicional para preparar os vetores de expressdo, pl788
e pl798, que incluem a regido constante de IgGl do gene 12B75 e
diferem entre si pela guantidade do intrdo J-C de cadeia pesada

de 12B75 que os contém.

De modo a modificar o gene de cadeia leve 12B75 no plasmideo
pl558, fragmento Sall/AflII de 5,7 kb contendo o promotor e
regido variéavel de 12B75 foi transferido de pl558 para os sitios
XhoI/Af1lII do plasmideo L28. Este novo plasmideo, ©pl745,
proporcionou um molde mais pequeno para a etapa de mutagénese.
Os oligonucledtidos (C340sall e (C340sal2) foram utilizados para
introduzir um sitio de restricdo Sall Unico na extremidade 5’ da
regido variédvel ©por mutagénese com QuikChange™. 0O wvetor
intermédio resultante, pl746, tinha sitios de restricdo Sall e
Afl1II Unicos, nos quais poderiam ser clonados fragmentos de
regido variavel. Qualquer fragmento de regido variadvel clonado
em pl746 seria, de um modo preferido, ligado com a metade 3’ do
gene de cadeia leve. De modo a preparar um fragmento de
restricdo a partir da metade 3’ do gene de cadeia leve de 12B75
que pudesse ser utilizado para este efeito, os oligonucledtidos
BAHN-1 e BAHN-2 foram emparelhados entre si de modo a formarem
um adaptador de cadeia dupla contendo os sitios de restricéo
BsiWl, AflII, HindII e NotI e que continham extremidades que
podiam ser ligadas nos sitios Kpnl e Sacl. Este adaptador foi

clonado entre os sitios Kpnl e Sacl de pBC para proporcionar o
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plasmideo pl757. Um fragmento 7,1 kb contendo a regido constante
de cadeia leve de 12B75, produzida por digestdo de pl558 com
Af1II, depois digerindo parcialmente com HindIII, foi clonado
entre os sitios AflII e HindII de pl757 para produzir pl762.
Este novo plasmideo continha sitios uUnicos para BsiWI e Afl1IT,
nos quais poderia ser transferido o fragmento BsiWI/Afl1II
contendo o promotor e regides varidveis unindo as duas metades

do gene.

Clonagem de ADNc e Agrupamento de Plasmideos de Expresséo

Todas as reacdes de t.a.-PCR (ver anteriormente) foram tratadas
com a enzima Klenow, de modo a preencher adicionalmente as
extremidades de ADN. Os fragmentos de PCR de cadeia pesada foram
digeridos com as enzimas de restricdo BsiWI e BstBI e, depois,
clonados entre os sitios BsiWI e BstBI do plasmideo 128
(utilizado 128 porgque o vetor intermédio baseado em 12B75,
pl750, ainda ndo tinha sido preparado). A andlise de sequéncia
de ADN dos insertos clonados mostrou gque as construcdes
resultantes estavam corretas e que ndo havia quaisquer erros
introduzidos durante as amplificacdes de PCR. 0s numeros de
identificacdo atribuidos para estas construcdes plasmidicas L28
(para TNV14, TNV15, TNV148, TNV148B e TNV196) sdo mostrados na
Tabela 2.

Os insertos BsiWI/BstBI para as cadeias pesadas de TNV14, TNV148
e TNV148B foram transferidos do vetor L28 para o vetor
intermédio preparado de novo, pl750. Os numeros de identificacéo
atribuidos para estes plasmideos intermédios sdo mostrados na
Tabela 2. Esta etapa de clonagem e etapas subsequentes ndo foram
realizadas para TNV 15 e TNV 196. As regides variaveis foram,

depois, transferidas para dois vetores de expressdo de IgGl
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humano diferentes. As enzimas de restricdo EcoRI e HindIII foram
utilizadas para transferir as regides variédveis para o vetor
IgGl de Centocor anteriormente utilizado, pl04. Os plasmideos de
expressdo resultantes, que codificam um IgGl do aldétipo Gm(f+),
foram designados pl781 (TNV14), pl782 (TNFV148) e pl783
(TNV148B) (ver a Tabela 2). As regides varidveis foram, também,
clonadas a montante da regido constante de IgGl derivada do gene
12B75 (GenPharm). Agqueles plasmideos de expressdo que codificam

um IgGl do aldtipo Glm(z) sdo, também, listados na Tabela 2.

Tabela 2. Numeros de identificacdo de plasmideos para diversos
plasmideos de cadeias pesadas e leves. O vetor L28 ou vetor pBC
representam o clone de ADNc de Ab inicial. Os insertos naqueles
plasmideos foram transferidos para um vetor incompleto baseado
em 12B75, de modo a preparar os plasmideos intermédios. Uma
etapa adicional de transferéncia resultou nos plasmideos de
expressdo finais que foram introduzidos em células apds serem

linearizados ou utilizados para purificar as insercdes génicas

de mAb, antes da transfeccdo celular. (ND) = ndo realizado.

mAb ID de ID de ID de ID de
Plasmideo Plasmideo Plasmideo de Plasmideo de
de Vetor Intermédio Expresséo Expressao
L28 Gm (f+) Glm(z)

Cadeias

Pesadas

TNFV14  pl751 1777 pl781 p1786

TNV15 pl752 (ND) (ND) (ND)

TNV148 pl778 pl782 pl787

rl753
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TNV148B pl779 pl1783 01788

prl760
TNV196 (ND) (ND) (ND)
1754
ID de Plasmideo de Vetor ID de Plasmideo ID de
pPBC Intermédio Plasmideo de
Expresséao
Cadeias
Leves
TNV14 pl748 pl755 rl775
TNV15 pl748 pl755 rl775
TNV148 pl749 Prl756 Prl776
TNV196 pl749 pl756 Prl776

Os produtos de PCR de cadeias leves foram digeridos com as
enzimas de restricdo Sall e SaclIl e, depois, clonados entre os
sitios Sall e SaclIlI do plasmideo pBC. As duas versbdes diferentes
de cadeias leves que diferiam em um aminodcido, foram designadas
pl748 e pl749 (Tabela 2). A andlise de sequéncia de ADN
confirmou que estas construgcdes tinham as sequéncias corretas.
Os fragmentos Sall/Afl1II em pl748 e pl749 foram, depois,
clonados entre os sitios Sall e AflII do vetor intermédio pl746,
de modo a preparar pl755 e pl756, respetivamente. Estas metades
5’ dos genes das cadeias leves foram, depois, ligadas as metades
3’7 do gene por transferéncia dos fragmentos BsiWI/Af1II de pl755
e pl756 para a construcdo preparada de novo pl762, de modo a
preparar os plasmideos de expressdo finais pl775 e pl776,

respetivamente (Tabela 2).
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Transfecgdes Celulares, Rastreios e Subclonagem

Foram realizadas wum total de 15 transfeccdes de células de

mieloma de murganho com os diversos plasmideos de expressdo TNV

(ver a Tabela 3 na seccdo Resultados e Discussdo). Estas
transfeccdes foram distinguidas conforme (1) as células
hospedeiras eram Sp2/0 ou 653; (2) a regido constante de cadeia

pesada era codificada pelo vetor IgGl de Centocor anterior ou a
regido constante de cadeia pesada de 12B75; (3) o mAb era
TNV148B, TNV 148, TNV14 ou uma nova combinacdo de HC/LC; (4) se
o ADN era plasmideo linearizado ou inserto génico de Ab
purificado; e (5) a presenca ou auséncia da segquéncia intrdnica
J-C completa num gene de cadeia pesada. Adicionalmente, diversas
das transfeccbes foram repetidas para aumentar a probabilidade

de que um grande numero de clones pudesse ser rastreado.

As células Sp2/0 e 653 foram transfectadas, cada, com uma
mistura de ADN de cadeia pesada e leve (8-12 g cada) por
electroporacdo sob condigdes padrdo, como anteriormente descrito
(Knight DM et al. (1993) Molecular Immunology 30:1443-1453).
Para os nuUmeros de transfeccdo 1, 2, 3 e 16, os plasmideos de
expressédo apropriados foram linearizados por uma digestdo com
uma enzima de restricdo, antes da transfeccdo. Por exemplo, as
enzimas de restricdo Sall e NotI foram wutilizadas para
linearizar o plasmideo de cadeia pesada pl783 e plasmideo de
cadeia leve pl776 de TNV148RB, respetivamente. Para as
transfecgdes restantes, insertos de ADN gue continham apenas o
gene de mAb foram separados do vetor plasmidico por digestédo de
plasmideos de cadeias pesadas com BamHI e plasmideos de cadeia
leve com BsiWI e NotI. Os insercdes génicas de mAb foram,
depois, purificados por electroforese em gel de agarose e
resinas de ©purificacdo Qiex. As células transfectadas com

insercdes génicas purificados foram simultaneamente
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transfectadas com 3-5 g de plasmideo pSV2gpt linearizado com
PstI (pl3) como uma fonte de marcador selecionédvel. A seguir a
electroporacdo, as células foram inoculadas em placas de cultura
de tecidos de 96 pocos em IMDM, FBS a 15%, glutamina a 2 mM e
incubadas, a 37 °C, numa incubadora de CO;, a 5%. Dois dias mais
tarde, foi adicionado um volume igual de IMDM, FBS a %,
glutamina a 2 mM, selecdo de 2 X MHX (1 X MHX = &cido
micofendlico a 0,5 pg/mL, hipoxantina a 2,5 pg/mL, =xantina a 50
ug/mL) e as placas incubadas durante mais 2 a 3 semanas,

enquanto se formavam as coldnias.

Os sobrenadantes celulares recolhidos de pocos com coldnias
foram ensaiados para IgG humano por ELISA, como descrito.
Resumidamente, diluic¢des varidveis dos sobrenadantes celulares
foram incubadas em placas de EIA, de 96 pocos, revestidas com
fragmento Fc de IgG policlonal de cabra anti-humano e, depois, o
IgG humano ligado foi detetado, utilizando IgG (H+L) de cabra
anti-humano conjugado a Fosfatase Alcalina e os substratos de
cor apropriados. As curvas padrdo que utilizaram como padrdo o
mesmo mAb purificado que estava a ser medido nos sobrenadantes
celulares, foram incluidas em cada placa de EIA, de modo a
permitir a quantificacdo do IgG humano nos sobrenadantes. As
células naquelas coldbdnias que pareciam estar a produzir o mais
IgG humano foram subcultivadas em placas de 24 pogos para
determinacdes de producdo adicional em culturas extintas e os
clones parentais de producdo mais elevada foram subsequentemente

identificados.

Os clones parentais de producdo mais elevada foram subclonados
para identificar subclones de maior producdo e para preparar uma
linha celular mais homogénea. As placas de cultura de tecidos de
96 pocos foram inoculadas com uma célula por poco ou quatro

células por poco em IMDM, FBS a 5%, glutamina a 2 mM, 1 X MHX e
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incubadas, a 37 °C, numa incubadora de CO, a 5%, durante 12 a 20
dias, até que as coldénias fossem evidentes. 0s sobrenadantes
celulares foram recolhidos de pocos que continham uma coldnia
por poco e analisados por ELISA, como descrito anteriormente. As
coldénias selecionadas foram subcultivadas para placas de 24
pocos e as culturas deixadas extinguir, antes da identificacéo
dos subclones de producdo mais elevada por quantificacdo dos
niveis de IgG humano nos seus sobrenadantes. Este processo foi
repetido quando os subclones de primeiro ciclo selecionados
foram submetidos a um segundo ciclo de subclonagem. Os melhores
subclones do segundo ciclo foram selecionados como as linhas

celulares para desenvolvimento.

Caracterizacdo de Subclones Celulares

Os melhores subclones de segundo ciclo foram escolhidos e
realizadas curvas de crescimento para avaliar os niveis de
producdo de mAb e caracteristicas de crescimento celular. Baldes
de vidro T75 foram inoculados com 1 X 10° células/mL em 30 mL de
IMDM, FBS a 5%, glutamina a 2 mM e 1X MHX (ou meios isentos de
soro). Foram tomadas aligquotas de 300 plL em intervalos de 24 h e
determinada a densidade de células vivas. As analises
continuaram até que o numero de células vivas fosse inferior a
1 X 10° células/mL. As aliquotas recolhidas de sobrenadantes
celulares foram ensaiadas para a concentracdo de anticorpo
presente. Foram realizados ensaios ELISA utilizando, como
padrdo, rTNV148B ou rTNV14 JG92399. As amostras foram incubadas,
durante 1 hora, em placas de ELISA revestidas com Fc de 1IgG
policlonal de cabra anti-humano e o mAb ligado detetado com IgG
de (H+L) cabra anti-humano conjugado a Fosfatase Alcalina, a uma

diluicdo de 1:1000.
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Foi, também, realizada uma andlise de curva de crescimento
diferente para duas linhas celulares, para efeitos de comparacéo
de taxas de crescimento na presenca de qguantidades varidveis de
selecdo de MHX. As 1linhas <celulares C466A e C466B foram
descongeladas em meios isentos de MHX (IMDM, FBS a 5%, glutamina
a 2 mM) e cultivadas durante dois dias adicionais. Ambas as
culturas celulares foram, depois, divididas em trés culturas que
ndo continham MHX, 0,2X MHX ou 1X MHX (1X MHX = A&cido
micofendlico a 0,5 ug/mL, hipoxantina a 2,5 ug/mL, =xantina a
50 pg/mL). Um dia mailis tarde, baldes de wvidro T75 novos foram
inoculados com as culturas a uma densidade de partida de
1 X 10° células/mL e as células contadas, em intervalos de
24 horas, durante uma semana. Ndo foram recolhidas aliquotas
para a producdo de mAb. Os tempos de duplicacdo foram calculados
para estas amostras utilizando a fédrmula proporcionada em SOP

PD32.025.

Foram realizados estudos adicionails, de modo a avaliar a
estabilidade de producdo de mAb ao longo do tempo. As culturas
foram cultivadas em placas de 24 pocos em IMDM, FBS a %,
glutamina a 2 mM, com ou sem selecdo de MHX. As culturas foram
divididas em novas culturas sempre que se tornassem confluentes
e a cultura mais antiga foi, depois, deixada extinguir-se. Neste
momento, foi tomada uma aliguota de sobrenadante e armazenada a
4 °C. As aliguotas foram tomadas ao longo de um periodo de 55-78
dias. No fim do periodo de teste, o0s sobrenadantes foram
testados para quantidade de anticorpo presente pelo ELISA de Fc

de IgG anti-humano, como delineado anteriormente.
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Resultados e Discusséo

Inibigdo de Ligagdo de TNF a Receptor Recombinante

Foi realizado um ensaio de ligacdo simples para determinar se os
oito mAb TNV contidos no sobrenadante celular de hibridoma eram
capazes de bloquear a ligacdo de TNFY ao recetor. As
concentracdes dos mAb TNV nos seus respetivos sobrenadantes
celulares foram primeiro determinadas por analise de ELISA
padrdo para o IgG humano. Um recetor de TNF/proteina de fusdo de
IgG de pbb5 recombinante, pbb-sf2, foi, depois, revestido sobre
placas de EIA e o TINFV marcado com '?°I deixado ligar-se ao
recetor pb55, na presenca de quantidades varidveis de mAb TNV.
Como mostrado na Figura 1, todos menos um (TNV122) dos oito mAb
TNV bloquearam eficientemente a ligacdo de TNFV ao recetor p55.
De facto, o0s mAb TNV pareceram ser mais eficazes a inibirem a
ligacdo de TNFVY do que o mAb de controlo positivo cA2 que tinha
sido repicado para o sobrenadante de hibridoma de controlo
negativo. Estes resultados foram interpretados como indicando

que era altamente provavel que os mAb TNV Dblogqueassem a
biocatividade de TNFV em ensaios de base celular e in vivo e, por

conseguinte, justificaram-se andlises adicionais.

Analise de Sequéncia de ADN

Confirmagdo de que os ARS Codificam mAb Humanos

Como primeira etapa na caracterizacdo dos sete mAb TNV (TNV14,

TNV15, TNV32, TNV86, TNVI118, TNV148 e TNV196) gque mostraram
atividade de bloqueio de TNFV no ensaio de ligacdo de recetor,

foi isolado ARN total a partir das sete linhas celulares de

hibridoma gque produzem estes mAb. Cada amostra de ARN foi,
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depois, utilizada para preparar ADNc de cadeia pesada ou leve de
anticorpo humano que incluiu a sequéncia <sinal completa, a
sequéncia de regido variadvel completa e parte da sequéncia de
regido constante para cada mAb. Estes produtos de ADNc foram,
depois, amplificados em reacdes de PCR e o ADN amplificado por
PCR foi direitamente sequenciado, sem primeiro clonar os
fragmentos. Os ADNc de cadeias pesadas sequenciados eram >90%
idénticos a um dos <cinco genes de linha germinal humana
presentes nos murganhos, DP-46 (Figura 2). De um modo
semelhante, os ADNc de cadeias leves sequenciados eram, 100% ou
98%, i1dénticos a um dos genes de linha germinal humana presentes
nos murganhos (Figura 3). Estes resultados de sequéncia
confirmaram que as moléculas de ARN que foram transcritas em
ADNc e sequenciadas codificavam cadeias pesadas de anticorpos
humanos e cadeias leves de anticorpos humanos. Deve ser notado
que, em virtude de as regides varidveis terem sido amplificadas
por PCR utilizando oligonucledtidos que mapeiam a extremidade 5
da sequéncia codificando a sequéncia sinal, 0s primeiros
aminodcidos da sequéncia sinal podem ndo ser a verdadeira
sequéncia dos produtos de traducdo de TNV originais mas os
mesmos representam, de facto, as sequéncias verdadeiras dos mAb

TNV recombinantes.

mAb Neutralizantes Unicos

As andlises das sequéncias de ADNc para as regides variaveis
completas, de cadeias pesadas e leves, para cada mAb revelaram
que o TNV32 é idéntico a TNV15, TNV118 ¢é idéntico a TNV14 e
TNV86 é idéntico a TNV148. Os resultados do ensaio de ligacdo de
recetor foram consistentes com as andlises de sequéncias de ADN,
i. e., TNV86 e TNV148 foram, aproximadamente, 4 vezes melhores

do que TNV118 e TNV14 no blogqueio da ligacdo de TNF. O trabalho
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subsequente foi, por conseguinte, centrado apenas nos quatro mAb

TNV unicos, TNV14, TNV15, TNV148 e TNV196.

Parentesco dos Quatro mAb

Os resultados de sequéncia de ADN revelaram que 0SS Jenes
codificando as cadeias pesadas dos quatro mAb TNV eram todos
altamente homdélogos entre si e parecia que todos eram derivados
do mesmo gene de linha germinal, DP-406 (Figura 2).
Adicionalmente, em virtude de cada uma das sequéncias de CDR3 de
cadeias pesadas serem tdo semelhante e do mesmo comprimento e em
virtude de todas elas utilizarem o exdo J6, as mesmas surgiram
aparentemente de um Unico evento de rearranjo génico de VDJ que
foi, depois, seguido de alteracdes somadticas que tornaram cada
mAb Unico. As anédlises de sequéncias de ADN revelaram que havia
apenas dois genes de cadeia leve distintos de entre os quatro
mAb (Figura 3). As sequéncias de codificacdo da regido variavel
de cadeias leves em TNV14 e TNV15 sédo idénticas entre si e a uma
sequéncia de linha germinal representativa da familia Vg/38K das
cadeias capa humanas. As sequéncias de codificacdo de cadeias
leves TNV148 e TNV196 s&do idénticas entre si mas diferem da
sequéncia de linha germinal em duas posicdes nucleotidicas

(Figura 3).

As sequéncias de aminoé&cidos deduzidas dos quatro mAb revelaram
0 parentesco dos mAb verdadeiros. Os quatro mAb contém quatro
cadeias pesadas distintas (Figura 4) mas apenas duas cadeias
leves distintas (Figura 5). As diferencas entre as sequéncias de
mAb TNV e as sequéncias de linha germinal estavam
maioritariamente confinadas aos dominios de CDR mas trés das
cadeias pesadas de mAb diferiram, também, da sequéncia de linha

germinal nas regides de estrutura (Figura 4). Comparativamente

143



com as regides de estrutura de Ab codificadas pela 1linha
germinal DP-46, o TNV14 era idéntico, o TNV15 diferiu em um
aminodcido, o TNV148 diferiu em dois aminodcidos e o TNV196

diferiu em trés aminodcidos.

Clonagem de ADNc, Mutagénese Especifica Pontual e Agrupamento de

Plasmideos de Expressdo Finais

Clonagem de ADNc

Com base na sequéncia de ADN das regides varidveis amplificadas
por PCR, foram ordenados novos oligonucledtidos, de modo a
realizar outro ciclo de amplificacdo por PCR para efeitos de
adaptar a sequéncia codificante a clonar nos vetores de
expressdo. No caso das cadeias pesadas, os produtos deste
segundo ciclo de PCR foram digeridos com as enzimas de restrigéo
BsiWI e BstBI e clonados no vetor plasmidico L28 (numeros de
identificacdo de plasmideos mostrados na Tabela 2).No caso das
cadeias 1leves, o0s produtos de PCR do segundo ciclo foram
digeridos com Sall e AflII e clonados no vetor plasmidico pRC.
Os clones individuais foram, depois, sequenciados de modo a
confirmar que as suas sequéncias eram idénticas a sequéncia
prévia obtida a partir de seguenciacdo direta de produtos de
PCR, que revela o nucledétido mais abundante em cada posicdo numa

populacdo potencialmente heterogénea de moléculas.

Mutagénese Especifica Pontual para Alterar TNV148

Os mAb TNV148 e TNV196 estavam a ser consistentemente observados

como sendo quatro vezes mais potentes do que o segundo melhor

mAb (TNV14) a neutralizarem a biocatividade de TNFY. Contudo,
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como descrito anteriormente, as sequéncias de estrutura de
cadeias pesadas de TNV148 e TNV19¢ diferiram das sequéncias de
estrutura de linha germinal. Uma comparacdo da sequéncia de
cadeia pesada de TNV148 com outros anticorpos humanos indicou
que outros numerosos mAb humanos continham o residuo Ile na
posicdo 28 na estrutura 1 (contando apenas a sequéncia madura),
enquanto o residuo Pro na posicdo 75 na estrutura 3 era um

aminodcido pouco habitual nessa posicéo.

Uma comparacdo semelhante da cadeia pesada de TNV196 sugeriu que
0s trés aminodcidos pelos quais difere da sequéncia de linha
germinal na estrutura 3 podem ser raros em mAb humanos. Havia
uma possibilidade de que estas diferencas pudessem tornar TNV148
e TNV196 imunogénicos, se administrados a humanos. Em virtude de
o TNV148 ter apenas um residuo de aminocdcido de preocupacido e de
se pensar que este residuo era pouco importante para a ligacédo
de TNFV, foi utilizada uma técnica de mutagénese especifica
pontual para alterar um  Unico nucledtido na sequéncia
codificante de cadeia pesada de TNV148 (no plasmideo pl753), de
modo gque o residuo de linha germinal, Ser, fosse codificado em
vez do residuo Pro na posicdo 75. O plasmideo resultante foi
designado pl760 (ver a Tabela 2). O gene e mAb resultantes foram
designados TNV148B para os distinguir do gene e mAb de TNV148

originais (ver a Figura 5).

Agrupamento de Plasmideos de Expressdo Finais

Foram preparados novos vetores de expressdo de anticorpos gue
eram baseados nos genes de cadeia pesada e cadeia leve de 12B75,
anteriormente clonados como fragmentos gendmicos. Embora fossem
preparados plasmideos de expressdo de TNV diferentes (ver a

Tabela 2), em cada caso as sequéncias flangueantes em 57,
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promotor e estimulador intrdénico derivaram dos respectivos genes
de 12B75. Para os plasmideos de expressdo de cadeias leves, o
intrdo J-C completo, sequéncia codificante de regido constante e
sequéncia flanqueante em 3’ foram, também, derivadas do gene de
cadeia leve de 12B75. Para os plasmideos de expressido de cadeias
pesadas que resultaram na producdo final de 1linhas celulares
(pl781 e pl783, wver abaixo), as sequéncias codificantes de
regido constante de IgGl humano derivaram do vetor de expressédo
de Centocor anteriormente utilizado (pl04). Facto importante, as
linhas celulares de producédo finais aqui referidas expressam um
alétipo (Gm(f+)) diferente dos mAb TNV, do que os mAb TNV
(Glm(z)) originais derivados de hibridoma. Isto acontece porque
o gene de cadeia pesada de 12B75, derivado dos murganhos,
GenPharm codifica um residuo Arg na extremidade C-terminal do
dominio de CH1l, engquanto o vetor de expressdo de IgGl de
Centocor, pl04, codifica um residuo Lys nessa posicdo. Foram
preparados outros plasmideos de expressdo de cadeias pesadas (e.
g., pl786 e pl788), nos quais o intrdo J-C, sequéncia
codificante da regido constante completa e sequéncia flangueante
em 3’ eram derivados do gene de cadeia pesada de 12B75, porém as
linhas celulares transfectadas com aqueles genes ndo foram
selecionadas como as linhas celulares de producdo. Os vetores
foram cuidadosamente concebidos, de modo a permitir a clonagem
de uma tnica etapa de futuras regides V amplificadas por PCR que

resultariam nos plasmideos de expressdo finais.

Os ADNc de regido variavel amplificados por PCR foram
transferidos dos vetores L28 ou pBC para vetores de fase
intermédia, de 12875 Dbases, que proporcionaram a regido
promotora e parte do intrdo J-C (ver a Tabela 2 para numeros de
identificacdo de plasmideos). 0Os fragmentos de restricdo que
continham a metade 5’ dos genes de anticorpo foram, depois,

transferidos destes vetores de fase intermédia para os vetores
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de expressdo finais que ©proporcionaram a metade 37 dos
respectivos genes, de modo a formar os plasmideos de expressdo
finais (ver a Tabela 2 para nuUmeros de identificacdo de

plasmideos) .

Transfecgdes Celulares e Subclonagem

Os plasmideos de expressdo foram linearizados quer por digestédo
de restricdo ou o0s insercdes génicas de anticorpo em cada
plasmideo foram purificados das estruturas dos plasmideos. As
células de mieloma de murganho Sp2/0 e 653 foram transfectadas
com o ADN de cadeia pesada e leve por electroporacdo. Foram
realizadas quinze transfecgdes diferentes. A maioria das quais
era Unica, como definido pelo Ab, caracteristicas especificas
dos genes de Ab, quer oS genes estivessem em plasmideos
completos linearizados ou insercgdes génicas purificadas e pela
linha celular hospedeira (sumariado na Tabela 3). Os
sobrenadantes celulares de clones resistentes ao acido
micofendélico foram ensaiados para a presenca de IgG humano por
ELISA e quantificados wutilizando rTNV148B purificado como uma

curva-padrdo de referéncia.

Linhas Celulares de Producdo mais Elevada de rTNV148B

Dez das melhores linhas celulares parentais produtoras de 653 da
transfeccdo 2 de rTNV148B (produziram 5-10 pg/mL em culturas
extintas de 24 pocos) foram subclonadas para rastrear para
linhas celulares de maior producdo e para preparar uma populacédo
celular mais homogénea. Dois dos subclones da linha parental
2.320, 2.320-17 e 2.320-20 produziram, aproximadamente, 50 ug/mL

em culturas extintas de 24 pocos que foi um aumento de 5 vezes
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em relacdo a sua linha parental. Um segundo ciclo de subclonagem

de linhas subclonadas levou a 2.320-17 e 2.320-20

Tabela 3. Sumdrio de Transfecgdes Celulares. Sdo mostrados os
numeros de identificacdo dos plasmideos de cadeias pesadas e
leves que codificam cada mAb. No caso de transfeccdes realizadas
com 1insercdes génicas de mAb purificado, o plasmideo pl3
(pSV2gpt) foi incluido como uma fonte do marcador seleccionéavel
gpt. As regides constantes de cadeias pesadas foram codificadas,

quer pelo mesmo vetor de expressdo de IgGl humano utilizado para

codificar Remicade (Yantigo’) ou pelas <regides constantes
contidas dentro do gene de cadeia pesada 12B75
(GenPharm/Medarex) (‘novo’). H1/L2 refere-se a um “novo” mAb

composto por pela cadeia pesada de TNV14 e pela cadeia leve de
TNV148. Os plasmideos pl783 e pl801 diferem apenas pela
quantidade do intrdo J-C que 08 seus genes de cadeias pesadas
contém. Os numeros de transfeccdo, que definem o primeiro numero
dos nomes genéricos para clones celulares, sdo mostrados a
direita. As linhas <celulares C466 (A, B, C, D) e C4o67A
produzindo rTNV148B, aqui descritas, derivaram do numero de
transfeccdo 2 e 1, respetivamente. A linha celular C476A

produzindo rTNV14 derivou do numero de transfeccgdo 3.

Transfeccdo N°

Plasmideos Formato de
mAb HC/LC/gpt Vetor HC ADN Sp2/0 653
rTNV148B 1783/1776 antigo linear 1 2
rTNV14 1781/1775 antigo linear 3 -
rTNV14 3.27-1 C476A Sp2/0 19:g9/mL
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Caracterizagdo de Linhas Celulares Subclonadas

Para caracterizar de um modo mais cuidadoso as caracteristicas
de crescimento da linha celular e determinar os niveis de
producdo de mAb numa escala maior, foram realizadas andlises de
curvas de crescimento wutilizando culturas T75. Os resultados
demonstraram que cada uma das quatro séries de C466 de linhas
celulares alcancou uma densidade celular médxima entre 1,0 X 10° e
1,25 X 10° células/mL e niveis maximos de acumulacdo de mAb entre
110 e 140 upg/mL (Figura 7). Em contrapartida, o subclone melhor
produtor de Sp2/0, C467A, alcancou uma densidade celular maxima
de 2,0 X 10° células/mL e niveis maximos de acumulacdo de mAb de
25 pug/mL (Figura 7). Uma andlise de curva de crescimento ndo foi

realizada na linha celular de producdo de rTNV14, C476A.

Foi realizada uma andlise de curva de crescimento adicional para
comparar as taxas de crescimento em diferentes concentracdes de
selecdo de MHX. Esta comparacdo foi induzida por observacdes
recentes de que as células C466, cultivadas na auséncia de MHX,
pareceram estar a crescer mais depressa do gque as mesmas células
cultivadas na quantidade normal de MHX (1X). Em virtude de as
concentracdes citotdxicas de compostos, tal como o acido
micofendlico, tenderem a ser medidas acima de ordens de
magnitude, foi considerado possivel que a utilizacdo de uma
concentracdo inferior de MHX poderia resultar em tempos de
duplicacéo celular significativamente mais rapidos, sem
sacrificar a estabilidade da producdo de mAb. As linhas
celulares C466A e C466B foram cultivadas em: sem MHX, 0,2X MHX
ou 1X MHX. As contagens de células vivas foram tomadas em
intervalos de 24 horas, durante 7 dias. Os resultados revelaram,
de facto, uma taxa de <crescimento celular dependente da
concentracdo de MHX (Figura 8). A linha celular C466A mostrou um

tempo de duplicacdo de 25,0 horas em 1X MHX mas apenas
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20,7 horas sem MHX. De um modo semelhante, a linha celular C466B
mostrou um tempo de duplicacdo de 32,4 horas em 1X MHX mas
apenas 22,9 horas sem MHX. Facto importante, os tempos de
duplicacdo para ambas as linhas celulares em 0,2X MHX foram mais
semelhantes ao que foi observado sem MHX do que em 1X MHX
(Figura 8). Esta observacdo levanta a possibilidade de que o
desempenho celular melhorado em biorreatores, relativamente aos
quais os tempos de duplicacdo sd&o um importante parédmetro,
poderia ser realizado por wutilizacdo de menos MHX. Contudo,
embora os resultados do teste de estabilidade (ver abaixo)
sugiram gque a linha celular C466D é capaz de produzir, de um
modo estével, rTNV148B durante, pelo menos, 60 dias, mesmo sem
qualquer MHX presente, o teste de estabilidade demonstrou,
também, niveis mais elevados de producdo de mAb gquando as
células eram cultivadas na presenca de MHX, comparativamente com

a auséncia de MHX.

De modo a avaliar a producdo de mAb das diversas 1linhas
celulares durante um periodo de, aproximadamente, 60 dias, foram
realizados testes de estabilidade em culturas que continham, ou
ndo continham, selecdo de MHX. Nem todas as linhas celulares
mantiveram producdo elevada de mAb. Apds apenas duas semanas de
cultura, o clone C466A estava a produzir, aproximadamente, 45%
menos do que no inicio do estudo. A producdo do clone C466B
pareceu, também, decrescer significativamente. Contudo, 0s
clones C466C e C466D mantiveram producdo razoavelmente estéivel,
com C466D mostrando os niveis absolutos mais elevados de

producdo (Figura 9).

Concluséao

A partir de um painel inicial de oito mAb humanos contra TNFV

humano, o TNV148B foi selecionado como preferido, com base em
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diversos critérios que incluiram segquéncia de proteina e
poténcia de neutralizacdo de TNF, assim como TNV14. Foram
preparadas as linhas celulares que produzem mais de 100 ug/mL de

rTNV148B e 19 npng/mL de rTNV14.

Exemplo 4: Estudo de Murganhos Artriticos Utilizando Anticorpos

Anti-TNF e Controlos Utilizando uma Unica Injecdo de Bélus

A, aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos de estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no género e peso corporal, a um
de 9 grupos de tratamento e tratados com uma Unica dose de bdlus
intraperitoneal de PBS da Dulbecco (D-PBS) ou um anticorpo anti-
TNF da presente invencdo (TNV14, TNV148 ou TNV196), a 1 mg/kg ou
10 mg/kg.

RESULTADOS: Quando os pesos foram analisados como uma alteracéo

da pré-dose, os animais tratados com cA2 a 10 mg/kg mostraram
ganho de peso consistentemente superior ao dos animais tratados
com D-PBS ao longo do estudo. Este ganho de ©peso foi
significativo as 3-7 semanas. Os animais tratados com TNV148 a
10 mg/kg alcancaram, também, ganho significativo de peso na

semana 7 do estudo. (Ver a Figura 10).

As Figuras 11A-C representam a progressdo da gravidade de doenca
com base no indice artritico. O indice artritico do grupo
tratado com cA2 a 10 mg/kg foi inferior ao do grupo de controlo
D-PBS, com inicio na semana 3 e continuando através do resto do
estudo (semana 7). Os animais tratados com TNV14 a 1 mg/kg e os
animais tratados com cA2 a 1 mg/kg ndo mostraram reducdo
significativa no AI apds a semana 3, quando comparados ao Grupo
tratado com D-PBS. N&o existiram diferencas significativas entre

os grupos de tratamento de 10 mg/kg quando cada foi comparado
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aos outros de dose semelhante (cA2 a 10 mg/kg comparado com TNV
14, 148 e 196 a 10 mg/kg). Quando os grupos de tratamento de
1 mg/kg foram comparados, o TNV 148 a 1 mg/kg mostrou um AT
significativamente inferior ao de cA2 a 1 mg/kg as 3, 4 e
7 semanas. O TNV148 a 1 mg/kg foi, também, significativamente
inferior ao Grupo tratado com TNV14 a 1 mg/kg as 3 e 4 semanas.
Embora o TNV196 mostrasse reducdo significativa em AI até a
semana 6 do estudo (quando comparado com o Grupo tratado com
D-PBS), o TNV148 foi o tUnico tratamento de 1 mg/kg que

permaneceu significativo na conclusdo do estudo.

Exemplo 5: Estudo de Murganhos Artriticos Utilizando Anticorpos

Anti-TNF e Controlos como Doses de Maltiplos Bdélus

A, aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos de estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no peso corporal, a um de 8
grupos de tratamento e tratados com uma dose de bdlus
intraperitoneal de artigo de controlo (D-PBS) ou anticorpo
(TNV14, TNV148), a 3 mg/kg (semana O0). As 1injecdes foram
repetidas em todos os animais nas semanas 1, 2, 3 e 4. Os grupos
1-6 foram avaliados para eficdcia de artigo de teste. As
amostras séricas, obtidas de animais nos Grupos 7 e 8 foram
avaliadas para inducdo de resposta imunitdria e depuracéo

farmacocinética de TNV14 ou TNV148 nas semanas 2, 3 e 4.

RESULTADOS: N&o foram notadas diferencas significativas quando

os pesos foram analisados como uma alteracdo da pré-dose. Os
animais tratados com cA2 a 10 mg/kg mostraram ganho de peso
consistentemente superior ao dos animais tratados com D-PBS ao

longo do estudo. (Ver a Figura 12).
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As Figuras 13A-C representam a progressdo da gravidade de doenca
com base no indice artritico. O indice artritico do grupo
tratado com cA2 a 10 mg/kg foi significativamente inferior ao do
grupo de controlo D-PBS, com inicio na semana 2 e continuando
através do resto do estudo (semana 5). Os animais tratados com
1 mg/kg ou 3 mg/kg de cA2 e o0s animais tratados com TNV14 a
3 mg/kg ndo alcancaram qualquer reducdo significativa em AI, em
qualgquer altura ao longo do estudo, gquando comparados com O
grupo de controlo D-PBS. 0Os animais tratados com TNV148 a
3 mg/kg mostraram uma reducdo significativa, gquando comparados
ao grupo tratado com D-PBS com inicio na semana 3 e continuando
através da semana 5. 0s animais tratados com cA2 a 10 mg/kg
mostraram uma reducdo significativa em AI, gquando comparados a
ambas as doses mais baixas (1 mg/kg e 3 mg/kg) de cA2 nas
semanas 4 e 5 do estudo e foram, também, significativamente
inferiores ao dos animais tratados com TNV14 nas semanas 3-5.
Embora né&o parecessem existir diferengas significativas entre
qualquer dos grupos de tratamento de 3 mg/kg, em alguns
intervalos de tempo, o AI para o0s animais tratados com TNV14 a 3
mg/kg foi significativamente mais elevado do que o de 10 mg/kg,
ao passo que o0s animais tratados com TNV148 ndo foram,
significativamente, diferentes dos animais tratados com 10 mg/kg

de cA2.

Exemplo 6: Estudo de Murganhos Artriticos Utilizando Anticorpos
Anti-TNF e Controlos como uma Unica Dose de Bblus

Intraperitoneal

A, aproximadamente, 4 semanas de idade, os murganhos de estudo
Tgl97 foram atribuidos, com base no género e peso corporal, a um
de 6 grupos de tratamento e tratados com uma uUnica dose de bdlus

intraperitoneal de anticorpo (cA2 ou TNV 148) a 3 mg/kg ou 5
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mg/kg. Este estudo utilizou os Grupos de controlo D-PBS e cA2 a

10 mg/kg.

Quando os pesos foram analisados como uma alteracdo da pré-dose,
todos o0s tratamentos alcancaram ganhos de peso semelhantes. Os
animais tratados com TNV148 a 3 ou 5 mg/kg ou cA2 a 5 mg/kg
ganharam uma qguantidade significativa de peso no inicio do
estudo (nas semanas 2 e 3). Apenas o0s animais tratados com
TNV148 mantiveram ganho significativo de peso nos ultimos
intervalos de tempo. Os animais tratados com TNV148 a 3 e
5 mg/kg mostraram significdncia as 7 semanas e o0s animais de
TNV148 a 3 mg/kg estavam ainda significativamente elevados as

8 semanas pbds-injecdo. (Ver a Figura 14).

A Figura 15 representa a progressdo da gravidade de doenca com
base no indice artritico. Todos o0os grupos de tratamento
mostraram alguma protecdo nos intervalos de tempo mais precoces,
com o cA2 a 5 mg/kg e o TNV148 5 mg/kg mostrando reducgdes
significativas em AI nas semanas 1-3 e todos o0s grupos de
tratamento mostrando uma reducdo significativa na semana 2. Mais
tarde no estudo, os animais tratados com cA2 a 5 mg/kg mostraram
alguma protecdo, com reducdes significativas nas semanas 4, 6 e
7. A dose baixa (3 mg/kg) de cA2 e de TNV148 mostrou reducdes
significativas a 6 e todos o0s grupos de tratamento mostraram
reducdes significativas na semana 7. Nenhum dos grupos de
tratamento foi capaz de manter uma reducdo significativa na
concluséo do estudo (semana 8) . N&o houve diferencas
significativas entre qualquer dos grupos de tratamento
(excluindo o grupo de controlo de solucdo salina) em qualguer

intervalo de tempo.
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Exemplo 7: Estudo de Murganhos Artriticos Utilizando Anticorpos
Anti-TNF e Controlos como uma Unica Dose de Bblus
Intraperitoneal Entre Anticorpo Anti-TNF e Anticorpo Anti-TNF
Modificado

Para comparar a eficdcia de uma Unica dose intraperitoneal de
TNV148 (derivado de células de hibridoma) e rTNV148B (derivado
de células transfectadas). A, aproximadamente, 4 semanas de
idade, o0s murganhos de estudo Tgl97 foram atribuidos, com base
no género e peso corporal, a um de 9 grupos de tratamento e
tratados com uma uUnica dose de bdlus intraperitoneal de PBS da

Dulbecco (D-PBS) ou anticorpo (TNV148, rT1VV148B) a 1 mg/kg.

Quando os pesos foram analisados como uma alteracdo da pré-dose,
0s animais tratados com cA2 a 10 mg/kg mostraram ganho de peso
consistentemente superior ao dos animais tratados com D-PBS ao
longo do estudo. Este ganho de peso foi significativo nas
semanas 1 e semanas 3-8. 0s animais tratados com TNV148 a 1
mg/kg alcancaram, também, ganho significativo de peso nas

semanas 5, 6 e 8 do estudo. (Ver a Figura 1606).

A Figura 17 representa a progressdo da gravidade de doenca com
base no indice artritico. 0O indice artritico do grupo tratado
com cA2 a 10 mg/kg foi mais baixo do que grupo de controlo D-
PBS, com inicio na semana 4 e continuando ao longo do resto do
estudo (semana 8). Ambos os Grupos tratados com TNV148 e o Grupo
tratado com cA2 a 1 mg/kg mostraram uma reducdo significativa em
ATl na semana 4. Embora um estudo anterior (P-099-017) mostrasse
que o TNV148 era ligeiramente mais eficaz na reducdo do Indice
Artritico a seguir a um Unico bdélus intraperitoneal de 1 mg/kg,
este estudo mostrou que o AI de ambas as versdes dos Jgrupos
tratados com anticorpo TNV foi ligeiramente superior. Embora

(com a excepcdo da semana 6) o Grupo tratado com cA2 a 1 mg/kg
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ndo tenha sido significativamente aumentado, gquando comparado ao
grupo cA2 a 10 mg/kg e os Grupos tratados com TNV148 tenham sido
significativamente mais elevados nas semanas 7 e 8, ndo houve
diferencas significativas em AI entre o cA2 a 1 mg/kg, TNV148 a
1 mg/kg e TNV148B a 1 mg/kg em qualquer ponto do estudo.

Ird ser claro gque a invencdo pode ser praticada de outro modo do
que como particularmente descrito na descricdo e exemplos
anteriores.

A luz dos ensinamentos anteriores sdo ©possiveis numerosas

modificacdes e variacbes da presente invencdo e estdo dentro do

ambito das reivindicacdes anexas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Giles-Komar, Jill;
David Shealy;

David Knight;

Bernie Scallon;

George Heavner

<120>  ANTICORPOS  ANTI-TNF, COMPOSICOES, METODOS E
UTILIZACOES

<130> CEN250

<160> 15

<170> PatentIn Ver 2.0
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REIVINDICACOES

Anticorpo monoclonal humano ou seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, tendo trés CDR de cadeias pesadas e trés CDR de
cadeia leve, em que

as trés CDR de cadeias pesadas tém a sequéncia de aminodcidos
das CDRs correspondentes de mAb TNV148 como descritas na
Figura 4;

as trés CDRs da cadeia leve tem a sequéncia de aminoéacidos
das CDRs correspondentes de mAb TNV148 como descritas na
Figura 5;

e o anticorpo ou fragmento liga-se a TNF humano com um Kp
igual ou inferior a 0,1-9,9 x 107 M, utilizando a anéalise

BIAcore.

Molécula de acido nucleico isolado compreendendo um
polinucledétido que <codifica o anticorpo ou fragmento de

acordo com a reivindicacédo 1.

Vetor recombinante compreendendo a molécula de &cido nucleico

da reivindicacédo 2.

Célula hospedeira compreendendo a molécula de &cido nucleico
de acordo com a reivindicacdo 2 ou o vetor da reivindicacéao

3.

Composicdo que compreende o anticorpo ou fragmento de acordo
com a reivindicacéo 1 e um veiculo ou diluente

farmaceuticamente aceitéavel.

Anticorpo ou fragmento de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
composicdo de acordo com a reivindicacdo 5, para utilizacédo

em diagndéstico ou terapia.
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Indice Artritico

CID-PBS (gr#1)
R cAZ-1 mg/kg (gr. #2)
BESS TNVI4-1 mg/kg (gr. #4)
FE TNVIAS-| mg/ke (gri6)
E=3 TNVI946-1 mgfke (gras)
T cA2- [0 mgikg (gr#3)
=N TNV14-10 mg/kg (gr# 5)
EZZA TNV148- 10 mg/kg (gr#7)
OHB TNV 196- 10 mg/kg (gr. #9)
* % denota Grupos NAO
§ significativamente reduzidos
€ quando camparados ao Grupo de
( D-PBS.
£ Todos os Grupos ndao marcados
§ sdo significativos (p<0,050).

FIGURA 11A

Indice Artritico
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Indice Artritico
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FIGURA 11C
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Peso Corporal (gramas)

Alteragdo em Peso Corporal
(Médias de Grupo)

—~8—D-PBS

~a— 1 mg/kgcA2
—— 3 mg/kgcA2
—— 10 mg/kg cA2
—a— 3 mg/kg TNV14
—~ 3 mg/kg TNV148

3 Figura 1

FIGURA 12
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Indice Artritico =1 D-PBS

= ) my/kgecas

B2 3 mgfkgcA2

HE 10 rmg/kgcA2

=33 mghkg TNVi 4

D 3 mg/kg TNV148

* * p<0,05 quando camparado ao
D grupo de D-PBS

J £ p<0,05 quando camparado ao
1{ grupo de cA2 a 10 mg/kg

I Figura 2
FIGURA 13A
iIndice Artritico
(Controlos)
C=JD-PBS
E==d 1 mglkg cA2
55291 3 mg/kg cA2

N | 0 mg/kg cA2

Yok p<0,05 quando comparado ao
D grupo de D-PBS

I Figura 3
FIGURA 13B
Indice Artritico
[CD-PBS
62293 mg/kg cA2
=33 mg/kg INV14
0m 3 mglkg TNV148

* % p<0,05 quando comparado ao
L grupo de D-PBS

Figura 4

FIGURA 13C
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Média de grupo (g)

Alteragdo em Peso Corporal

FIGURA 14
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+ D-PBS

¢ 10 mp/fkg cA2
-3 mg/kg cA2
—— 5 mg/kg cA2
——3 mg/kg TNV148
—o- 5 mg/kg TNV 148

* P<0,05 quando comparado ao
I grupo de D-PBS

F Figura 1



fndice Artritico

C=ID-PBS

S mg/kgcA2

EHH 5 mg/kg TNV 148
000 3 mg/kg cA2

3 mg/kg TNV148

* % p<0,05 quando comparado ao
I grupo de D-PBS

Figura 2

FIGURA 15
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Média de Grupo (gramas)
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Alteragcdo em Peso Corporal

o
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0 2 3 4 5 @ 7 8
Semanas
FIGURA 16
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—=—D-PBS

—+—~ CA2-10mg/kg

—— cA2-1mg/kg

—»— TNV148-1mg/kg
—e— rTNV148B-1mg/kg

* denota um valor de p de <0,05
quando comparado a D-PBS

Figura 1



Média de Grupo

.
[¢2]
J

fndice Artritico

FIGURA 17
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=3 D-FPBS
cA2-10mg/kg

BE== cA2-1ma/kg

S TNV 148-1mg/kg
3 rTNV148B-1mg/kg

"* denota um valor de p de <0,05
‘quando comparado a D-PBS

j Figura 2
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