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Relatoric Descritivo da Patente de Invengae para "PROCESSO
PARA A PRODUGAO DE UM ANTICORPO PARA CELULAS T QUE EX-
PRESSAM CD4".
SUMARIO DA INVENCAQ

Esta invengao e dirigida anticorpos monoclonais produzidos pelo

uso de linfocitos T que expressam CD4, tais como células mononucleares
perifericas do sangue, timocitos, esplencdcitos e celulas de linhagem de célu-
la T derivada de leucemia ou de linfoma tal como HPB-ALL ou SUP-T como
0 imunégeno de acordo com os protocolos e procedimentos de selegio des-
critos. Os anticorpos monoclonais da presente invengdo sao caracterizados

por sua capacidade de neutralizar in vitro e in vivo isolados primarios do Vi-

rus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e de virus de imunodeficiéncia relaci-
onados. Os anticorpos sao dirigidos contra um complexo de antigeno de ce-
lula hospedeira que compreende proteina CD4 em associacao com dominios
provenientes de receptores de quimiocina e t&ém amplas atividades neutrali-
zadoras contra isolados primarios provenientes de todos os clados de HIV
tipo 1 (HIV-1) e isolados primarios de HIV tipo 2 (HIV-2} e Virus da Imunode-
ficiéncia Simiana (SIV). A presente invengao & também dirigida a um pro-
cesso de selecdo e de produgao de tais anticorpos, hibridomas que secre-
tam tais anticorpos, composi¢gbes farmacéuticas que compreendem tais
anticorpos e e processos para prevengao pre- e pos-exposicao de infec-
¢do pelo virus da imunodeficiéncia em primatas, inclusive seres humanos,
por tais anticorpos cujos alvos primarios s8o linfocitos que expressam
CD4.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQ
Mao obstante a intensiva pesquisa para uma vacina nestes Ulti-

mos 12 anos desde a descoberta inicial do HIV como o Virus da Imunodefi-
ciéncia Adquirida (AlDS) e dez anos desde a clonagem molecular e a carac-
terizacao do virus da AIDS, os principais obstaculos permanecem para a
vacina de HIV e desenvolvimento da imunoterapia. Estes obstaculos inclu-
em variabilidade de HIV-1, mdltiplas vias/modos de transmissaec do virus e

uma falta de compreenséo das respostas imunolégicas necessarias para a
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prevencao da infecgdo por HIV. Em um artigo publicade em 28 de julho de
1895 (Cell 82: 175-176), David Baltimore pede para fodos os cientistas de
todo 0 mundo neste campo gue refornem uma etapa e refiitam por que esta
infeccao pelo virus, contra o qual estdo sendo gasios 10% do orgamento
dos U. S. National institutes of Heaith' {NiH), permanece t80 enigmatica.
Houve ofimismo prematuro por conta das vacinas de subuni-
dade de envoltdrio de HIV-1 recombinante eficazes (por exemplo, produtos
de vacina gp120 e gp160) dado que os soros das vacinas provenientes de
diveréas experiéncias clinicas eram capazes de neutralizar isolados em
laboratério de HIV-1 in vitro (Be!she e oufros, JAMA 1994, 272: 475; Keefer
e outros, AIDS Res Hum Retroviruses, 1994, 10:1713). Este otimismo foi

abalado quando verificou-se que 0s soros dos vacinados eram bastante

ineficazes para a neutralizacgée dos isclados primarios do paciente com HIV-
1 (Hanson, AIDS Res Hum Retroviruses, 1994, 10: 645); Mascola e outros, J
Infect Dis, 1996, 173: 340). Estas descobertas desapontadbras levaram o

NIH a decidir, em Junho de 1994, adiar as experiéncias onerosas em
grande escala de diversas vacinas de subunidade HIV baseadas em pro-
teina com envoltéric recombinante.

Os isolados primarios de HIV-1 s&do obtidos por cultivo limitado
de células mononucleares do sangue periférico do paciente (PBMCs) ou
plasma com PBMCs nac-infectados. Eles se parecem bastante com as ce-
pas de HIV responsaveis pela infecgdo humana no campo (Sawyer e outros,
J Virol 1994, 68; 1342; Comelissem e oufros, J Virol, 1995, 68: 1810). Os
isolados primarios podem ser facilmente distinguidos dos virus T-iropic
adaptadeos em laboratério comumente usados tais como IHb/LAI SF2 e MN,
gue foram passados com o fempo em linhagens de célula T-linféide humana
e séo bem adaptados para crescer nestas linhagens de célula T. Primeiro, a2
maioria dos isoclados primarios é M-tropic. Eles ndo crescem faciimente em
linhagens de célula T cultivadas, ao contrario, eles sao mondcitos ou
macréfago-tropic, embora eles possam também infectar células T primarias
(Cheng-Mayer e outros, Science, 1988, 240: 80). Em segundo lugar, os iso-

lados primarios s&o altamente resistentes a neutralizagéo in vitro por formas
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solUveis recombinantes da proteina receptora viral CDA4 (rsCD4) que requ-
erem 200-2700 vezes mais rsCD4 do que as cepas de laboratério para neu-
tralizacdo comparave! (Daar e outros, PNAS USA, 1990, 87: 8574-6578),

Terceiro, os isolados primarios s&o também resistentes a anticorpos neu-

tralizadores provocados pelo uso de ifacinas gp120 (Mascola e outros).

" Os isolados primarios incluem tanto isolados indutores de
sincicio (SI) que induzem a formagao de sincicio em cultura de PBMC como
isolados ndo-indutores de sincicio (NS8I). Entre os isolados primarios Si, a
maioria ird se replicar na linhagem de célula T MT2 especialmente sensivel
a HiIV, porém poucos podem se replicar nas linhagens de célula T transfor-
madas menos permissivas tal como CEM ou H9 que sdo comumente usadas
para a cultura de isolados adaptados em laboratdrio. Os isolados primarios
ndo-indutores de sincicio (NSI) podem ser cultivados apenas nas células T
primarias provenientes de sangue periférico.

O otimismo prematuro por uma vacina contra AlDS também foi
gerado pelos estudos sobre preparagbes de virus inativado de Virus da
Imunodeficiéncia Simiana (SIV). Similaridades entre HiV-1 e SIV em mor-
fologia, organizagdo genética, infecc80 e processos de doenga fizeram da
infeccdo por SIV em macacos rhesus um excelente modelo no qual explora
diferentes estratégias para vacina contra AIDS. Estudos anteriores neste
modo mostraram que as preparagdes inativadas de SIV cultivadas sobre lin-
hagens de célula T humana e formuladas em adjuvante podem proteger os
macacos contra a infeccdo apos inoculagdo experimental com variantes
patogénicas, altamente infecciosas de SIV cultivado em célula humana
(Desrosiers e outros, PNAS USA, 1989, 86:6353-6357); Murphey-Corb e
outros, Science, 1989, 246:1293). Inesperadamente, esta protegZo foi per-
dida quando o estoque de SIV crescido sobre céluias.lﬁbrﬁéiééaé de macaco
foi usado apara o teste de animais imunizados.

Posteriormente foi demonstrado por estudos de imunizacéo com
SIV cultivado em célula de macaco e células humanas no-infectadas que a
protecdo contra infecgdo naqueles estudos anteriores com SIV provavel-

mente resultou do estimulo de respostas imunolégicas a proteinas de célula
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hospedeira humana xenogenéica em vez de aos antigenos codificados por

virus (Stott, Nature, 1991, 353: 393). Experimentos de imunizacéo passiva

que envolvem SIV forneceram algumas provas para sugerir que certos anti-
corpos anticélula podem contribuir para a protecdo contra infecgdo por SIV
na auséncia de imunidade mediada ;ﬁeia célula (Gardner e outros, AIDS Res
Hum Retroviruses, 1995, 11: 843-854).

O mecanismo para a imunidade protétora ad tés{e com SiV
fornecide pelos anticorpos anti-célula nao foi delineade. Um mecanismo
proposto & qgue a protecéo mediada for anti-célula proveniente de infeccéo
com SIV podem envoiver as proteinas da células associadas ao virus. Sabe-
se que os virus da imunodeficiéncia tais como HIV e SIV incorporam pro-
teinas celulares provavelmente obtidas a partir da célula hospedeira en-
guanto os virus surgem da membrana da célula hospedeira. Os anticorpos a
algumas das principais proteinas celulares associadas ao complexo de his-
tocompatibilidade (MHC), betay-microgiobulina, HLA-DR e moléculas HLA
de classe |, foram implicadas na neutralizacéo in vitro de cepas de labo-
ratério de SIV e HIV-1 (Arthur e outros, Science, 1891, 258: 1935). Além das
proteinas superficiais associadas a MHC, Montefiori e outros (Virology,
1994, 205:82; AIDS Res Hum Retroviruses, 1995, 11: 1429} identificaram

recentemente trés proteinas de controle complementares, CD46, CD55 e

CD59, sobre a superficie de SIV e HIV-1 cultivada sobre célula humana
surgindo a possibilidade de que estas moléculas de célula hospedeira tam-
bém podiam ser utilizadas pelos virus como um mecanismo para evadir a
virdlise complementar. Um mecanismo alternativo proposto & que a protecéo
por anticorpos de anti-célula pode ser mediada pelo blogueio da atividade
de virus da imunodeficiéncia contra células do sistema imunolégico em uma
maneira previamente ndo reconhecida. Parece ser um complexo antigeno
de célula hospedeira associado com CD4 sobre a superficie das células T
do hospedeiro o que facilita a ligacéo viral € a entrada e que podem agir
como um alvo para os anticorpos anti-célula protetores.

Além do receptor CD4 do compiexo antigenc do hospedeiro

para ligacdo de HIV, outros fatores ou co-receptores de HIV que afetam a
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replicacé@o, entrada ou fusdo do HIV foram relatados recentemente, en-
quanto o trabalho sobre a presente invengao estava em andamento. Estes
incluem trés quimiocinas produzidas por célutas T CD8% (Cocchi e outros,
Science, 1995, 270: 1811-1815) que s&o relatadas como sendo HIV supres-
soras; um co-receptor CXC-CKR4 (témbém denominado fusina ou LESTR)
sobre células que e‘>(<pressam CD4 para T-tropic mas néo fuséo de HIV-1 M-

tropic e entrada (Feng e outros, Science, 1996, 272: 873), um receptor beta-

quimocina CC-CKR5 que liga as trés quimiocinas inibidoras (Cocchi e
outros) como um co-receptor para HIV-1 M-tropic, mas n&o T-tropic (Doranz
e outros, Cell, 1996, 85:1149; Dragic e outros, Nature, ‘1996,' 381: 667; Choe
e outros, Cell, 1996, 85:1135; Deng e outros, Nature, 1996, 381: 661; Alk-
hatib e outros, Science, 1996, 272: 1955) e outros receptores de quimiocina
(CC-CKR2b e CC-CKR3) como co-receptores para HIV M- e duplo-tropic

(Doranz e outros, Cell, 1996, 85:1149). Estes co-receptores sdo divulgados

como sendo receptores acoplados de proteina G previamente descritos com
sete segmentos de transmembrana (Loetsher e outros, J Biol Chem, 1924,
264: 232; Samson e outros, Biochemistry, 1996, 35; 3662).

Para identificar mais precisamente a proteina celular putativa
que pode ser respostas protetoras estimuladoras e para melhor caracterizar
o mecanismo de protecdc mediado por anticorpos anti-célula, as atividades
HIV-neutralizadoras foram caracterizadas pelo presente inventor para mem-
bros de um jdri de anticorpos monoclonais dirigidos contra multiplos an-
tigenos celulares; betas microglobulina, proteinas MHC classe | HLA, A, B,
C, MHC classe Il HLA DR e outros antigenos de célula T associados com
uma linhagem de célula T, para identificar aqueles que s&c capazes de
neturalizar os isolados primarios de HIV em um  ensaio de neutralizac&o
microplaca in_vitro. Foram conduzidos experimentos para determinar o am-
bito de tal atividade neutralizadora, se houver, para os anticorpos que se
descobriu possuem tal atividade; e para determinar se tal atividade in vi-
gro pode ser traduzida em eficacia in vitro em um modelo (s) animal (ais)
apropriado (s).

Os resultados destes experimentos demonstraram que, exceto
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para os anticorpos dirigidos contra um complexo antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4, nenhum outro anticorpo de anti-célula
gue inclua anticorpos exclusivamente CD4-especifico, pode neutralizar os
isolados primarios HIV-1 t&o eficazmente em ensaios de neutralizagéo. Os
resultados também mostraram que 0s anticorpos dirigidos contra um com-
plexo antigeno de célula hospedeira compreendendo CD4 em associac&o
com os dominios provenientes de receptores de quimiocina exibem ligagéo
melhorada com rsCD4. Além disso, os anticorpos com as propriedades de-

sejadas s&o identificados e podem bloguear in vive a infecgcdo SIV em

macacos e a infecgao HIV-1 in vivo do sistema imunoldgico humano recon-
stituido em camundongos.
BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invengao fornece, pela primeira vez, anticorpos e
homdélogos dos mesmos capazes de: (1) bloquear a ligacdo de HIV a células
que expressam CD4, (2) bloguear a formagéao de sincicia HIV-induzida entre
as células que expressam CD4, (3) neutralizar eficazmente a infec¢do in vi-
tro de células CD4 positivas por isolados primarios provenientes de todos os
clados de HIV tipo 1, e provenientes de diversos isolados primarios de HiV

do tipo 2 e SIV, (4) neutralizar eficazmente a infecgdo in vitro de células

CD4 positivas por isolados primarios de HIV-1 pré- e pds-exposicio a estes
virus, e (5) evitar a infecgo de primatas que inclui macacos rhesus e seres
humanos por isolados primarios de HIV e SIV quando estes anticorpos séo
administrados por uma via parenteral, isto &, intravenosa ou intraperitoneal
e (6) evitar a infeccBo de camundongos SCID (hu-PBL-SCID) linfécito-
reconstituidos de sangue periférico humano por isolados primarios de HIV-1
tanto modos pré- como pés-exposicao.

Esta inveng&o &, portanto, dirigida a anticorpos monoclonais que
se ligam a um complexo antigeno de célula hospedeira humana que com-
preende CD4 sobre a superficie de células que expressam CD4 humano
com a capacidade de neutralizar isolados primarios de HIV, isto &, isolados
do paciente passados ndo mais do que 3-5 vezes apenas em células mono-

nucleares de sangue periférico (PBMC). Mais especificamente, esta in-
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vengdo refere-se a anticorpos, dirigidos contra determinantes antigénicos
presentes sobre um complexo antigeno de célula hospedeira de superficie
exposta compreendido da proteina CD4 em associacdo com dominios pro-
venientes de receptores de quimiocina tal como CC-CKR5, que tem
atividades neutralizantes amplas e e;’icientes contra isolados primarios pro-
venientes de todos os clados de HIV-1 e diversos isolados primarios de HIV-
2 e SIV. A presente invengdo € também dirigida a um processo para a pro-
dugéo de anticorpos por imunizag&o, por via intravenosa efou intraperito-
neal, um mamifero nao-humano com 5-10 x 108 células que expressam
CD4, de preferéncia células provenientes de uma linhagem de célula deri-
vada de leucemia T ou linforma humano tal como HPB-ALL de um paciente

com T agudo linfoblastico leucémico ou SUP-T de um paciente com linfoma

_de célula T ndo de Hodgkin, lavadas e re-suspensas em PBS ou em um ad-

juvante tal como adjhvante completo de Freund; seguido por mais do que
duas injegdes intravenosas ou intraperitoneais subseqientes de 5 - 10 x
106 células lavadas re-suspensas em PBS sem adjuvante. Os anticorpos
produzidos pelos animais imunizados s&o reconhecidos pela capacidade de
seus anticorpos do soro ligarem-se a:

1. rsCD4;

2. rsCD4 em associagé@o com dominios provenientes de recepto-
res de quimiocina com uma reatividade melhorada;

3. a superficie de células que expressam CD4 inclusive as cé-
lulas HPB-ALL ou SUP-T em uma maneira de "cobertura" como mostrado
em um microscopio com fluorescéncia de alta resolugédo;

4. qualquer um dos peptideos: AA1-AA2p, AAgi-AAgo, AA7g-
AAgg, AAgD-AA109. AA118-AA1E5. AA235-AA251, AAgg7-AA3s( ou
AA3g1-AAg375 derivados de rsCD4 e

5. para neutralizar isolados primarios de HIV.

Os anticorpos da presente invenc¢do podem ser ainda caracteri-
zados como fornecedores de imunidade passiva proveniente de infecg@o
por isolados primarios de HIV ou SIV a primatas ou a camundongos hu-
PBL/SCID, a uma EDgg de <50 mg/kg.
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A presente invencéo também inclui os hibridomas que secretam
os anticorpos que tém estas caracteristicas. Também s@o consideradas as
composigOes profilaticas pré- e pds-exposicdo que compreendem estes an-
ticorpos para a prevencado de infecgdo por virus da imunodeficiéncia em
primatas, inclusive seres humanos, céusadas por agentes infecciosos cujos
alvos primarios sao linfocitos que expressam CD4. Os anticorpos e homodlo-
gos dos mesmos desia invengao reconhecem epitopos "descontinuo difun-
dido conformacional” sobre um complexo antigeno de célula hospedeira que
compreende a molécula CD4 particularmente quando associada a dominios
provenientes de outros receptores de quimiocina tal como CC-CKRS5 pre-
sente nas células que expressam CD4. Os anticorpos ligam-se as imitagdes
sintéticas provenientes de qualquer um dos quatro dominios exiracelulares
de CD4 humano (Tabela 1; SEQ ID N° 1) que compreende os peptideos:
AA1-AAgq, AAg1-AAgy. AATg-AAge, AAgp-AA1ng, AA11g-AA165, AARRS-
AA251, AA2g7-AA351 € AAzg1-AAg75 de CDA4.

A presente invencgdo também se refere a homadlogos de anti-
corpo. Estes incluem anticorpos monoclonais, anticorpos recombinantes,
anticorpos quiméricos recombinantes com dominios de anticorpo pro-
venientes de uma espécie de um animal fundido a dominios de anticorpo
humano e anticorpos humanizados. Os homdlogos de anticorpos da in-
vengéo de preferéncia s&o moléculas de imunoglobulina intactas que tém
cadeias pesadas e leves. Além disso, os homdlogos de anticorpos reativos
CD4 desta invencdo podem estar na forma de fragmentos Fab, de frag-
mentos Fab', de fragmentos F(ab')o, fragmentos de F(v) ou gualquer outro
fragmento de imunoglobuiina que tem as propriedades de ligacdo descritas
acima.

Farnecidos como anticorpos preferidos ou homédlogos de anti-
corpos por esta invengdo sdo os anticorpos monocionais de camundongo
designados B4 ou M2 ou B13. Também sé&o fornecidos os hibridomas que
produzem 0s homdlogos de anticorpos desta invencéo, um processo para
selecionar e produzir os homdlogos de anticorpos por cultive destas células

€ um processo para a produgao dos hibridomas desta invengio.



Tabela 1

Peptideos CD4 para Experimentos de Mapeanmento de Epitopo Anti@tl

(Gly-Gly) como residuos espagadores inseridos entre o sitio CD4 e o epitopo auxiliar T.

Antigeno de Peptideo “Entigeno de Peptideo Antigeno de Peptidezo Antigeno de Peptideo
codigo Descrigao ” Codigo| Descrigao Codigo Descrigao Cadigo Descricio
Ap14033 CD4({41-55) "p1483a CD4(238-249 pl590a ((C)CD4(104-115)(C)* |ipl624a | (C)CDA(I6-4T)(C)* -
pl405a | cDa(81-92) " pl485a |cD4({168-179) pl608a [cD4(16-25)(C)* pl687a [ (C)CD4{349-353) (C)*
pl460c |CD4(60-109) i plaséa |cD4(126-137) pl609a | (C)CDA({118-128) (C)* [[p1689a | (C)CDA(213-226) (C)*
pl46la | (C)CD4{35-59) (C)* || pl487a | CD4({114~-125) pl610a | (C)CD4(127-141)(C)* {ipl693a | (C)CDA(235-251)(C)*
pl462a | CD4{29-59) pl488a |cD4{118-129) pl6lla | (C)CD4(138-146)(C)* [ p1701a [CD4(361-375)
p1468a | cD4(47-64) p1489a [cD4(102-113) pl61da | {C)CD4{38~45) (C)* p1702a |CD4(14-22
pla574}cD4(364~375}) pl490a |CD4{24-105) pl615a | (C)EDA(IB-42)(C)* pl761a [CD4(123~134)
pla76a |CD4(352-363) pl491a |CD4{90~101) pl6lea [({CICDA{40~43}(C)* pl767b [HBVTh~GG-CD4(6~201%
pld477a {CD4(340-351) pl492a |cD4({85~96 pl6l7a | (C)CD4(52-54)(C)* pl768a |cD4(154-165
pi4a78a jCbAa(324~335) pl493a |cD4(138-149) pl6lBa [ (C)CD4{51~55)(C)* ‘pl'IGBb HBVYTh~GG-CD4({154~165)%
pld47%a |Cp4{318-329) pl494a |CD4{160-171) plél1%a | (C)CD4(48~52})(C)* rplBlEH:: HBYTh-GG-CD4{79~-88)%
plas0a {CD4(303-314) pl149%a ; ©D4{206-~217 pl620a | (C)CDA(8B5-90) (C)* plaled {CD4(1~20)
pl48la {cD4(297-308) p1496a |cD4(218~229) pl622a | (C)CD4(104-108)(C)* || p1868a |CD4(297-351)*
pla82a |cpa(276-287) p1589a | (C)CD4(79-96)C)* (Ipl623a | (C)EcDA(108-112)(C)*

O peplideo ¢ ciclizado através dos dois residuos internos de cisteina que estdo presentes seja como parle do
segmento de peptideo CD4 ou por projeto adicionado aos terminais N e C do segmento de peptideo CD4 para
faciliar a ciclizagéo. ‘
{c) Uma cisteina adicional adicionada ao fragmento de peplideo CD4 existente,
p
HBVTh (FFLLTRILTIPQSLD, SEQ ID N°. 2) representa o segmento de peptideo com fungdo auxiliar T
p
promiscua derivada da proteina HBsAg
GG
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BREVE DESCRICAQ DAS ILUSTRACOES
A Figura 1 representa a seqliéncia de aminoacido de CD4 hu-

mano (SEQ ID N°. 1), uma parte do complexo antigeno do hospedeiro, como
deduzidc da segiéncia de acido nucléico. Os aminoacidos sdo representa-

dos por cddigos de letras isoladas como a seguir:

Ala:A Cys:.C His:H Met:M ThrT
Arg.R Gin:Q lle:l Phe:F Trp:W
Asn:N GiuE Leu: Pro:P L TyrY
Asp:D G!y:G_ Lys:K Ser:S ValVv

Usando o sistema de numeracéo corrigido de Littman e outros
(Cell, 1988, 55:541), AA1-AA110, AA111-AA181. AA1g2-AA2g7, AADgs-
AAg7s5, AA375-AAzg3. AA3g4q-AA433 representam respectivamente o
primeiro, 0 segundo, o terceiro e o quarto dominio extracelular, o dominio da
transmembrana e o dominio citoplasmico da molécula de CD4.

A Figura 2 apresenta representacbes esquematicas das trés
configuragbes teoricamente possiveis de epitopo. O anticorpo é represen-
tado apenas como um rapido esbogo do fragmento de Fv. As caixas cheias
indicam que parte do anticorpo que entra em contato com os aminoacidos
do ep'itopo. Os aminoacidos do epitopo sdo representados por pequenos
circulos. Se os aminoacidos do epitopo formam uma segliéncia de peptideo
continua simples, ¢ epitopo é considerado como sendo "linear” (por exem-
plo, MAbs E31 e EB);, se os aminoacidos estiverem espalhados sobre dois
ou alguns alinhamentos de peptideo que s&o espacialmente adjacentes em
virtude da dobra conformacional, o epitopo é denominado "descontinuo”
(por exemplo, MAbs J33, H5, D5, E2 e 126). O caso mais extremo foi cha-
mado “difundido descontinuo" em que numerosos sitios descontinuos, deri-
vados de um ou mais do que uma molécula em um compiexo, combinam-se
por dobra conformacional para formar um epitopo estendido (por exemplo,
0s epitopos de MAbs B4 e M2) (modificados por Meloen e outros, Ann. Biol
Clin, 1991, 49:; 231) i -

A Figura 3 representa em ilustragbes esquematicas frés tipos

diferentes de ligagdo a CD4 que expressam células HPB-ALL: coberturas,
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emplastros e aglomerados, observados para seis anticorpos anti-CD4 de
boa fé, dois anticorpos reconhecendo um complexo de antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4 em associacdoc com um receptor de
quimiocina e um soro alfarsCD4 de cobaia. Em um ensaio de imunofiuo-
rescéncia, a ligacdo de B4 ou de MZ a células HPB-ALL & manifestada
como pontos fluorescentes no formato de "tampas" (A) sobre as células sob
um microscopio com fluorescéncia de alta resolugéo. A ligacdo para cada
um dos anticorpos anti-CD4 ou alffarsCD4 de cobaia as células HPB-ALL é
manifestada como pontos fluorescentes no formato de "emplastros"(B). A
ligacdo de proteina gp120 de HIV marcado com FITC as células HPB-ALL &
manifestada como pontos fluorescentes no formato de "aglomerados" (C).

A Figura 4 representa % de Melhoria da atividade de ligacdo
rsCD4 para varios anticorpos monocionais exercida pelo peptideo 3
(p2047a) do dominio CC-CKRS5 do receptor de guimiocina em um estudo de
dose dependéncia.

A Figura 5 representa a avaliagio quantitativa (ICsg rsCD4) da
afinidade melhorada de MAb B4 para a mistura de peptideo 3 do dominio
CC-CKR5 do receptor de rsCD4/quimiocina vs rsCD4.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ

Como usado agui, “isolados primarios de virus da imunodefi-

ciéncia humana tipo 1 (HIV-1)" s&o obtidos por cultivo limitado de até cinco
passagens, de células mononucleares de sangue periférico do paciente
(PBMCs) ou plasma com nao-infectados. Os isolados primarios podem ser
distinguidos por trés propriedades importantes das cepas adaptadas em
laboratdrio tais como 1HIb/LAI, SF2 e MN que foram passadas com o tempo
em linhagens de célula T-linféides humanas. Primeiro, a maioria dos isola-
dos primarios ndo crescem facilmente em linhagens de célula T. Por exem-
plo, muitos isolados primarios que induzem a formacéo de sincicio em cul-
tura PBMC (isolados de Sli) irdo se replicar nas linhagens de célula MT2 T
especialmente sensiveis a HIV, porém poucas replicam em linhagens de
célula T menos permissivas tal como CEM ou HS. Os isolados primarios

ndo-indutores de sincicio (NSI) irdo se replicar apenas em células T
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primarias. Segundo, eles diferem de cepas adaptadas em laboratorio em
sua sensibilidade a neutralizac3o in vitro por formas sollveis recombinantes
da proteina do receptor viral CD4 {rsCD4) (Daar e oufros, PNAS USA, 1990,
87 6574-6578), Terceiro, as cepas adaptadas em laboratdrio s&o sensiveis
a neutralizagdo por anticorpos com éspeciﬁcidades para o envoltdrio viral,
enquanto os isolados primarios sé@o resistentes (Sawyér e outros, J Virol,
1994, 68: 1342, Mascola e outros, J Infect Dis., 1996, 173:340). Como
mostrado no Exemplo 1, Tabela 2, as cepas de laboraidrio, tal como HIV-1
MN, sdo bastante sensiveis & neutralizacdo por anticorpos anti-V3, en-
guanto que dois isolados primarios s&o resistentes, mesmo a uma prepara-
¢do anti-V3 com um titulo de neutralizagao contra HIV-1 MN de 1:203.080.

No entanto, a neutralizacio das cepas de HIV de laboratério e
dos isolados primarios por anticorpos anti-célula segue uma tendéncia dif-
erente do que os anticorpos anti-envoltério. No Exemplo 2, Tabela 3, os an-
ticorpos monoclonais dirigidos conitra betas microglobulina, MHC classe |
HLA A, B, C e MHC ciasse Il HLA DR e outros antigenos de superficie da
célula T bem caracterizados n&o inibiram a infecc&o por uma das cepas MN
de HIV-1 derivado de linhagem de célula de laboratorio ou por um isolado
primario de clado de HiV-1 B, enquanto um anticorpo monocional (MAb B4)
produzido contra HPB-ALL que tem uma reatividade moderada conira a
proteina rsCD4 e uma forte ligacao as células HPB-ALL e a proteina rsCD4
em associagdo com dominios provenientes de receptores de guimiocina tal
como CC-CKRS5, verificou-se ser altamente eficaz na neutralizagéo de isola-
dos priméarios de HIV-1 (Tabelas 3, 7 e 13), porém menos eficaz na neutrali-
zacdo de uma cepa MN de HIV-1 derivada de linhagem de célula de labo-
ratorio (Tabela 13). Foi descoberto que B4 neutralizava isolados primarios
de HIV em um ensaio em microplaca in vitro a uma conceniracdo < 10
ug/mL (Tabelas 3, 7 € 13) a uma eficacia muito maior do que os anticorpos
com especificidade a CD4 exclusiva (Tabela 7). Assim, os isolados
primarios parecem ser preferencialmente sensiveis ac anticorpo compiexo
antigeno de célula hospedeira que compreende anti-CD4.

Foi também descoberto que a atividade neutralizadora de MADb
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B4 estende-se para incluir a neutralizagdo cruzada de HIV-2 e SIV (Tabela
14). Estes resultados (Tabelas 7 e 13) sugerem fortemente que entre as
proteinas celulares associadas com HIV, ha um complexo antigeno de cé-
lula hospedeira que compreende CD4 e co-receptor (es), por exemplo, o re-
ceptor de quimiocina CC-CCKRS5, qﬁe € um alvo para o anticorpo da neu-
tralizacdo cruzada. O (s) éo—receptor (es) € (s&o) delineado (s) como co-
receptor (es) para fusio de HIV, fatores de entrada ou supressivos.

O mecanismo para a ampla atividade de neutralizagéo do com-
plexo antigeno que compreende CD4 nZo esta claro. O complexo de an-
tigeno de celula hospedeira que compreende CD4 pode representar papéis
duplos na mediacao da infeccao por HIV e patogénese: tanto um recipiente

de superficie da célula T para ligacdo a HIV como um recipiente para fusao

. de célula e entrada por HIV ou um fator HIV supressivo. Como usado aqui,

"complexc antigeno de celula hospedeira que compreende proteina CD4"
refere-se a um complexo que contém um receptor para ligagdo com HIV e
co-receptor (es) associado (s), por exemplo, CC-CCKR5, para um fator su-
pressivo de HIV ou fusdo de célula e entrada por HIV. Este complexo mo-
lecular é exclusivamente expresso sobre a superficie de uma célula que ex-
pressa CD4. Serologicamente e funcionalmente, € diferente da molécula de
proteina CD4 soltivel expressada recombinantemente.

Como usado aqui, "CD4" significa qualquer proteina CD4 codifi-
cada por um gene CD4 que ocorre naturalmente.

Como usado aqui, "células que expressam CD4 ou células CD4"
s&o células que a apresentam a glicoproteina CD4 sobre a sua superficie.
Tais células incluem CD4 que expressam linfocitos T, por exemplo, células
T de sangue periférico, timécitos, espiendcitos etc. e células de linhagem de
célula T derivada de leucemia ou de linfoma, por exemplo, células HPB-ALL
ou SUP-T1.

Como usado aqui, "CD4 soluvel recombinante” ou "rsCD4" € um
polipeptideo que consiste de AA{-AA3z75 (Figura 1, SEQ ID N° 1) de CD4
humano.

Como usado aqui, "complexo antigeno de célula hospedeira que
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compreende CD4" ou "complexo antigeno CD4 da superficie da célula” rep-
resenta uma estrutura de membrana que compreende CD4 como uma gli-
coproteina de 50 KD compreendida de quatro dominios extracelulares, um
dominio de transmembrana e um dominio citoplasmico (Figura 1, SEQ ID
N°. 1) que é complexado com cutrés proteinas de célula hospedeira en-
volvida, tais como dominios provenientes de receptores de quimiocina.

CD4 foi inicialmente descrito como um marcador de superficie
da célula para linfacitos T-auxiliares. Foi descoberto subseqglentemente que
CD4 é expressado esparsamente sobre monodcitos, Langerhans, células mi-
crogliais e subconjuntos de células B. Foi descoberto que a molécula de
CD4 também participa diretamente na ativacdo de células auxiliares T an-
tigeno-especificas através de sua fungdo como um receptor para a molécula
MHC de classe ll. Em 1984, verificou-se que CD4 humano & o receptor para

HIV (Dalgleish e outros, Nature, 1984, 312: 763). A ligag&o de glicoproteina

envoltdric de HIV, gp120, para CD4 representa a etapa inicial em entrada
viral na céiula alvo.

A molécula de CD4 tem sido mapeada extensivamente por estu-
dos de ligagcdo com painéis de anticorpos monoclonais especificos CD4 e
por deducdes negativas tal como correlacdo de modificacbes estruturais de
CD4, por exemplo, substituicdes, eliminacdes ou insergdes de aminoacidos,
com mudancas funcionais resultantes em CD4 (Sattentau e outros, Science,
1986, 234: 1120; Peterson e Seed, Cell, 1888, 54: 65; Jameson e outros,
Science, 1988, 240: 1335; Sattentau e outros, J Exp Med, 1989, 170: 1319;
Hasunuma e outros, J Immunol, 1992, 148: 1841; Burkly e outros, J Immu-
nol, 1992, 149: 1779; Davis e outros, Nature, 1992, 358: 76). Aqueles estu-
dos de mapeamento permitiram a constru¢do de um mapa de estrutura-
funcdo para a molécula. Foi descoberto que muitos dos anticorpos mono-
clonais CD4-especificos tém afividades neutralizadoras conira cepas de
jaboratério de HIV. Nenhum dos anticorpos que se sabe terem atividade
neutralizadora de HIV foi avaliado por sua capacidade de inibir a infecgéo in
vivo por isolados primarios por meio de um modo de exposicac pré- ou pés-

HIV. Nenhum destes anticorpos foi relatado como sendo reativo a um com-
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plexo de antigeno de célula hospedeira compreendendo CD4, particular-
mente quando associado com dominios provenientes dos receptores de
quimiocina.

O primeiro dominio extracelular de CD4 compartilha homologias
com imunoglobulina a trés regiﬁest que determinam complementaridade
(CDRs) similares aquela de cadeias de imunoglobulina. Foi descoberto que
tanto o dominio 1 como o dominio 2 da regiao extracelular da molécula de
CD4 contribuem para os sitios de ligac@o para as moléculas de MHC de
classe Il enquanto apenas o dominio 1 estava envolvido com a ligacdo do
HIV e a formagéo de sincicios. Foi descoberto que os sitios de ligacio para
glicoproteina gp120 envoltdrio de HIV estavam localizados na alca semel-
hante a CDR2 do dominio 1 (Peterson e Seed, Cell, 1988, 54:65; Landau e
outros, Nature, 1988, 334:159; Clayton e outros, Nature, 1988, 335:363;

Arthos e outros, Cell, 1989, 57:469; Sattentau e outros, J Exp Med, 1989,
170:1319). Foi descoberto que uma area discreta que se sobrepbe & regido
CDR3 no dominio 1 estava envolvida na formagdo de sincicios
(Kalyanaraman e outros, J Immunol, 1990, 145:4072; Camerini e Seed, Cell,
1980, 60:747; Corbeau e outros, J Immunol, 1993, 150:290).

A partir destas referéncias, pode ser concluido que os anticor-
pos especificos para CD4 provavelmente interagem com o sistema imu-
nologico de diversas maneiras: primeiro, bloqueiam a interagéo CD4-classe
il entre células T que expressam CD4 e outras células T ativadas, células B
ou mondécitos; segundo, liberam sinais para as células T, inibindo assim as
funcdes imunorreguladoras normais mediadas por CD4 célula T; terceiro,
induz morte celular de ceélula espressando CD4 por apoptose guando ati-
vada for um encontro simultaneo das moléculas receptoras de células T e
guarto, bloqueiam as interagdes entre CD4 e HIV, para inibir a imunopatolo-
gia mediada por HIV. Baseado nestas conclusbes, os anticorpos a CD4
parecem ser bons candidatos para evitar e fratar infecgdo por HIV e
doengas associadas a HIV inclusive AIDS. E, em um nivel mais geral, os
anticorpos a CD4 podem ser Uteis para evitar respostas imunolégicas inde-

sejéveis, tal como rejeicdc de transplante ou para curar doengas aufo-
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imunes tais como arfrite reumatdide, lupus eritematoso sistémico ou
psoriase. Os anticorpos anti-CD4 tém sido o assunto de muitos estudos. Era
de se esperar que os anticorpos que blogueiam a ligagao de gp120 de HIV
a CD4 evitassem a formacéo de sincicios e evitassem a infecgéo por HIV.

Foi demonstrado que os' dois anticorpos anti-CD4 bem carac-
terizados, Leu3A e OKT4A blogueiam eficazmente a formacdo de sincicios
induzida por HIV. O epitopo reconhecido por MAb Leu3A foi mapeado pre-
cisamente até um alinhamento de 15 aminodcidos AA4g-AAg3 que
sobrepée a regido de CDR2 do sitio de ligacdo gp120 de HIV-1 por Chiba,
U.S. 6171.838. O ep.itopo reconhecido por MAb OKT4A foi mapeado a um
sitio CD4 que se sobrepde ao sitio de ligagdo gp120 de HIV-1, entre AAqg-
AA49 (Jameson e outros, Science, 1888, 240:1336, Nota: H& um desloca-
mento da armacgéo de 9 aminoacidos entre a seqlléncia de CD4 divulgada
na publicacao de Jameson e aquela apresentada na SEQ 1D N°. 1, Figura 1
da presente invencda). No entanto, verificou-se que ambos os anticorpos
tém aplicacdes limitadas no tratamento da infec¢éo por HIV porque eles fal-
ham em ligar ou agir sobre uma molécula de CD4 que ja esta ligada a gp120
do HIV (Burkly e outros, WO 92/09305). Parece ser impedimento estérico
causaéo pela proximidade dos epitopos ao sitio de ligacéo de gp120.

QOutros anticorpos anti-CD4 que foram relatados ter algum efeito
sobre a formacao de sincicios induzida por HIV, inclusive MT151, MT413,
13B8-2, OKT4E, VIT4 e MT321 ((Dalgleish e outros, Nature, 1984, 312: 763;
Sattentau e outros, Science, 1986, 234: 1120; Davis e outros, Nature, 1992,

358: 76; Corbeau e outros, J Immunol, 1993, 150:290). Estes anticorpos séo
relatados para ligar determinantes préximos a regido CDR3 do primeiro
dominio, que s&o distintos dos epitopos ligados por OKT4A e Leu3A. No
entanto como Leu3A e OKT4A, eles também falham em ligar as moléculas
de CD4 ja ligadas a HIV gp120, limitando a sua utilidade (Burkly e outros,
WO 92/09305).

Foi também demonstrado que um ouiro grupo de anticorpos
monoclonais anti~-CD4, inclusive MAb 5A8, como descrito em Burkly e

outros, ibid. inibe a formagao de sincicios mediada por HIV. Os resultados
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dos estudos de mapeamento do epitopo (p. 81-82, WO 92/09305) para
caracterizar MAb 5A8 levaram as descobertas de que o 5A8 reconheceu um
epitopo conformacional de CD4 que compreende o primeiro e 0 segundo
dominio de CD4 e que ambos s@o necessarios e "suficientes” para a ligag@o
do 5A8. Foi também descoberto que-AAgg—AA-| 05 do filamento beta semel-
hante a bastdo que liga o primeiro e o segundo dominio tém influéncia e
AA105-AA131 do segundo dominio sdc absolutamente necessérios para li-
gacao de 5A8 a CD4. Parece nd3o haver envolvimento algum do terceiro e
do quarto dominio de CD4 e de outros antigenos da superficie da célula
complexada.

Houve sugestbes anteriores para empregar anticorpos mono-
clonais CD4-reativos que foram mostrados inibir a ligacéo de HIV a células
CD4 positivas efou para inibir formacdo de sincicios HiIV-induzida como
agentes imunoprofilaticos passivos para evitar a infecgdo por exposicdo aci-
dental e para interromper transmissao vertical da mae infectada a prole
(Rieber e outros, Lancet, 1990, 336:1007; Rieter e outros, PNAS, 1992, 89:
10792; e Attanasio e outros, J Infect Dis, 1993, 168:515). Entretanto, a

maioria destes anticorpos foi avaliada simplesmente por suas atividades de

neutralizacéo in_vitro contra cepas de laboratério de HIV e nenhuma foi

avaliada por sua capacidade de inibir infecgéo in vivo por isolados primarios

através de uma aplicag@o pré- ou pos-exposicao.
Foi agora descoberto que tais resultados da neutralizaggo viral
in_vitro n&o se traduzem em eficacia in_vivo contra HIV. A falha de rsCD4

exercer efeito antiviral em pacientes infectados com HIV-1 (Daar e outros,
PNAS USA, 1990, 87: 6574-6578) a capacidade de neutralizac&o in_vitro
embora potente é especiaimente bem conhecida.

Antes da presente invengdo, nenhum dos anticorpos anti-CD4
conhecidos foi relatado como sendo capaz de se ligar a ou entrar em con-
tato intimo com todos os quatro dominios de CD4, para ser capaz de blo-
quear a ligagéo inicial de gp120 do HIV a CD4 humano, enguanto também
neutralizando eficazmente a infectividade de diversos isolados primarios de

HIV tipos 1 e 2 e SIV e que tem a capacidade de agir assim, através de um
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mecanismo antiviral de pos-ligacao.

De acordo com a presente invencéo, séo fornecidos anticorpos
gue se ligam a, ou entram em contato com, todos os quatro dominios de
CD4 e ainda tém ligagdo melhorada quando associados com receptores de
guimiocina. Estes anticorpos s&o cépazes de bloguear a ligacao inicial de
gp120 de HIV a CD4 humano, enquanto tambéem neutraliza eficazmente a
infectividade de isolados primarios de HIV-1 proveniente de todos os clados
e diversos isolados primarios de HIV-2 e SIV e agem assim através de um
mecanismo antiviral de pds-ligagdo. O anticorpo monoclonal e homdlogos

desta invencdo marcam a primeira demonstracéo de eficacia in vivo por um

anticorpo contra infeccéo por isolados primarios de virus da imunodeficién-
cia tanto em primatas como em um sistema imunoclégico humano reconsti-
tuido do modelo do camundongo huPBL/SCID (Exemplos 17 e 18).

Os anticorpos com estas propriedades, por exemplo, MAb B4,
claramente oferecem vantagens para intervencéo terapéutica em infecgéo
por HIV e em patologias relacionadas a HIV tal como AIDS. Diferentemente
os anticorpos anti-CD4 conhecidos anteriormente, B4 ou seus homdlogos
podiam ser usados para intervir tanto antes como apés a ligagdo do HIV ao
complexo de antigeno da superficie da célula que compreende CD4 e ira
fornecer protec¢ao eficaz proveniente da infecc@o por isolados primarios di-
vergentes, inclusive protecdo clado cruzada.

Os anticorpos monoclonais da presente invencao sdo os primei-
ros que se demonstrou serem eficazes jn vivo para a neutralizaco de isola-
dos primarios de virus da imunodeficiéncia em um modelo primario e no
sistema imunolégico humano reconstituido. Os resultados da neutralizacdo

in vitro e in_vivo dos anticorpos da presente invengdo como mostrado nos

Exemplos 2-18, juntamente com a combinacao altamente desejavel de pro-
priedades aqui descritas, mostram que eles serdo Uteis na prevencdo da
infecgdo por HIV de seres humanos por cepas em todo o mundo de HIV dos
tipos 1 e 2, tanto antes como apds a exposi¢do acidental.

As propriedades dos anticorpos tteis para a presente invencao

s&o aqui resumidas baseando-se nos resultados obtidos nos Exemplos 2-16
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e 19-20:

1. Ligag&o a rsCD4 em um ensaio ELISA;

2. Ligagéo a células que expressam CD4 em um ensaio imuno-
fluorescente em que o padrao de ligagdo esta no formato de "coberturas”
(Figura 3) gquando examinado com .um microscépio com fluorescéncia de
alta resolugao;

3. Blogueio da ligag&o de gp120 de HIV a células que expres-
sam CD4; ‘

4. Ligacdo a células que expressam CD4 previamente ligadas
comgpi20de Hive

5. Neutralizacgéo de isolados primarios em uma dosagem em mi-

croplaca in vitro a uma concentrac@o de <10 pg/ml., de preferéncia a uma

~ concentragdo na faixa de 0,01 - 10 pg/mL para 50% de neutralizacéo e 0,1 -

35 ug/ml para neutralizagdo de 90%. De preferéncia, os anticorpos da pre-
sente invencao tambem apresentam

6. Ligacdo melhorada a rsCD4 em um ensaio ELISA quando
rsCD4 foi pré-incubado com peptideos do dominio receptor de quimiocing;

7. Ligacdo a qualquer um dos quatro dominios de CD4 repre-
sentados pelos peptideos: AA1-AA2p, AAg1-AAgo, AA79-AAgg, AAgD-
AA109, AA118-AA165. AA235-AAR51, AAgg7-AA351 ou AAzg1-AAg7s de
CD4,

Os anticorpos com estas caracteristicas sdo especialmente tteis
na profilaxia e no tratamento em seres humanos de doencas causadas por
agernites infecciosos cujos alvos primarios sdo as células CD4 positivas.
Conseqlientemente, a presente invengéo fornece composicoes profilaticas e
terapéuticas que compreendem o anticorpo ou homdlogos do mesmo, Uteis
para a prevencao e o tratamento em seres humanos de doencgas causadas
por agentes infecciosos cujos alvos primarios séo as células CD4 positivas,
por exemplo, as doencas relacionadas a HIV, inclusive todos os estagios de
AIDS, assim como métodos que usam estas composicdes de anticorpo.

Como usado aqui, um "homédlogo de anticorpo” € uma proteina

que compreende um ou mais polipeptideos selecionados enire cadeias
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leves de imunoglobulina, cadeias pesadas de imunoglobulina e fragmentos
de ligacao de antigeno das mesmas, que tém as propriedades de ligacéo e
de neutralizacdo relacionadas acima. Os homdlogos de anticorpo incluem
as imunoglobulinas intactas dos tipos IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM (assim como
subtipos das mesmas), com cadeiaslleves kapa ou lambda. Os fragmentos
dos anticorpos ou de seus homélogos com as caracteristicas relacionadas
acima, por exemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab’, fragmentos F(ab')n,
fragmentos F(v), mondmeros ou dimeros de cadeia pesada, mondmeros ou
dimeros de cadeia leve, dimeros que consistem de uma cadeia pesada e
uma cadeia leve ou similar estdo incluidos no ambito da presente invengao.
Os homdlogos de anticorpo também incluem anticorpos recombinantes hu-
manizados e anticorpos quiméricos. Em todo o relatério descritivo, o uso do
termo “anticorpos da presente invengao” e similares inclui seus homélogos.

Como usado aqui, o "complexo antigeno paositivo de superficie
da célula CD4" ou "complexo antigeno positivo de superficie da célula com-
preendendo CD4" ¢ um sitio de ligac&o para os anticorpos da presente in-
vencao. O complexo pode compreender CD4 em associagdo com dominios
de receptores de quimiccing, por exemplo, CC-CKRS.

Como usado aqui, o "anticorpo recombinante humanizado" & um
anticorpo derivado inicialmente de um mamifero nao-humano no qual foi
usada tecnologia recombinante para substituir alguns ou todos os aminoaci-
dos ndo usados para ligacdo ao complexo da superficie da célula CD4 ou
das células que expressam CD4 com aminodacidos provenientes de regides
correspondentes de uma cadeia leve ou pesada de imunoglobulina humana.

Como usado aqui, um "anticorpo recombinante quimérico” é um
anticorpo derivado inicialmente de um mamifero nao-humano, no qual foi
usada tecnologia recombinante de DNA para substituir todas ou parte das
regides de dobradicas e constantes da cadeia leve, da cadeia pesada ou de
ambas, com regides correspondentes provenientes de uma cadeia leve ou
de uma cadeia pesada de imunoglobulina de um mamifero de uma espécie
diferente, de'preferéncia um ser humano.

Como usado aqui, "Leu3A” € o anticorpo monoclonal murino
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anti-CD4 comercialmente disponivel em uma forma conjugada FITC pro-
veniente de Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA,
sob o numero do catalogo 340133.

Como usado aqui, "OKT4A" & o anticorpo monoclonal do ca-
mundongo anti-CD4 comerciaimente' disponivel em uma forma conjugada
FITC proveniente de Ortho Diagnostic Systems, Raritan, NJ sob o ndmero
do catalogo OK704010.

Como usado aqui, 5A8 € o anticorpo monoclonal do camun-
dongo anti-CD4 descrito em PCT WO 92/09305.

Como usado aqui, um "agente B4-mimético” € um composto que
causa pelo menos uma reducdo de 30% na ligagéo de anticorpo monoclonal
B4 ao CD4 soluvel recombinante humano (rsCD4) ou ao complexo antigeno
CD4 da superficie da celula humana sobre células que expressam CD4.

Anticorpos de Acordo Com Esta Invencio

Os anticorpos ou homologos de anticorpo da presente invengio
ligam-se especificamente a um complexo antigeno de célula hospedeira que
compreende CD4. O complexo pode compreender CD4 em associagdo com
dominios de receptores de quimiocina tal como CC-CCKRS. Isto € mostrado
por sua ligagdo a células que expressam CD4 em um padréo caracteristico
de "coberturas" em um ensaio indireto por imunofluorescéncia como obser-
vado por microscopio com fluorescéncia de alta resolugio.

Os anticorpos desta invencgéo ligam-se especificamente a
epitopos descontinuos difundidos sobre um complexo antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4. O complexo pode compreender CD4 em
associagdo com dominios de receptores de quimiocina tal como a molécula
de CC-CCKRS, bloquear a ligagdo de gp120 de HIV as células que expres-
sam CD4, ligarem-se ao complexo antigeno de célula hospedeira que com-
preende CD4 apds ligagao antérior por gp120 de HIV e inibir a infecgdo de
células gue expressam CD4 por diversos isolados primarios de HIV.

Séo preferidos aqueles que blogueiam a ligagdo de gp120 de
HIV ao CD4 da superficie e que inibem a infeccdo de células de CD4 por

todos os isolados primarios de HIV tipos 1 e 2 por ambas as modalidades de
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ligacdo pré- e pos-viral.

Os anticorpos mais preferidos de acordo com a presente in-
vengdo incluem os anticorpos monoclonais de camundongo designados B4
(1gG 2a), M2 (1gG1) e B13 (1gG2a), descritos abaixo.

Os anticorpos e seus horﬁélogos desta invencao s&o profilaticos
e terapéuticos para infecgdo por HIV e para todos os estagios de AIDS
porque eles evitam infecg&o replicativa de célula hospedeira tanto antes
como depois que o gp120 de HiV se ligou a um complexo antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4 sobre a superficie de linfocitos CD4 posi-
tivos, assim eles séo.capazes de evitar infecgdo por HIV e retardar o espal-
hamento do virus a células ndo-infectadas. Os anticorpos e os homdélogos
de anticorpo desta invencdo sdo unicamente uteis proque eles inibem a in-
feccao apds a ligacéo de HIV a células que expressam CD4.

Ensaios de Selecdo Para Anticorpos da Presente Invencio

O perito na técnica pode faciimente determinar, usando proces-
sos bem conhecidos, se os anticorpos particulares ou seus homologos tém
as caracteristicas descritas acima para identificar anticorpos ou seus
homologos de acordo com a presente invengao.

| Para detierminar se os anticorpos em particular ligam-se a CD4
humano, pode ser usado qualguer ensaio de ligac&o convencional que em-
pregue a proteina rsCD4 como o antigeno em fase sélida. Ensaios de liga-
¢éo de rsCD4 Uteis podem ser convenientemente realizados por formatos
ELISA e similares, pelo usoc de um anticorpo secundario marcado por en-
zima especifico para imunoglobulinas de espécies das quais era derivado o
homélogo de anticorpo.

A ligagdo de anticorpos ou de seus homélogos a um complexo
antigeno de célula hospedeira que compreende CD4 sobre células que ex-
pressam CD4 humano pode ser detectada corando-se as células com um
anticorpo secundério marcado com fluorescéncia especifico para imunoc-
globulinas da mesma espécie das quais € derivado o anticorpo ou seu
homdlogo que esta sendo testado ou por formatos ELISA que empregam a

proteina rsCD4 em combinagdo com peptideos, por exemplo, peptideo
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2047, a partir de recepiores de guimiocina. E usado um dispositivo para
escolher célula ativada por fluorescéncia ("FACS") ou um microscépio com
fluorescéncia de aita resoluc&o para determinacéo da percentagem de cé-
lulas reativas com anticorpo e para avaliar a intensidade. O anticorpo que
se liga as células pode ser observadé por microscopia com fluorescéncia de
alta resolucdo para mostrar o padr&o de “"coberiura" caracteristico. As célu-
las gue expressam CD4 Uteis para esta finalidade s&o os linfécitos T que
expressam CD4, tais como células T de sangue periférico, timécitos e
esplendcitos ou uma linhagem de célula T de leucemia que expressa CD4
tal como HPB-ALL ou SUP-T. As células sao separadas por métodos bem
conhecidos. Por exemplo, os linfécitos T normais podem ser separados por
centrifugacéio de Ficoll-Hypaque e células T malignas podem ser separadas
por centrifugacéo.

Para determinar se um anticorpo em particular bloqueia a liga-
cao de gp120 de HIV a CD4 humano, pode ser usado qualquer ensaic de
competicdo adequado. Os ensaios Uteis incluem, por exemplo, ELISA, en-
saios indiretos de imunofiuorescéncia e similares. De preferéncia, € medida
a capacidade de gp120 de HIV marcado para se ligar a CD4 sobre celulas
que expressam CD4 por incubacio anterior das células com o anticorpo.

A capacidade que tem o gp120 de HIV de bloquear a ligacdo de
um anticorpo monoclonal reativo CD4 & célula que expressa CD4 é avaliada
por pré-incubacdo de gp120 de HIV com células que expressam CD4 e
avaliar o grau até o qual o gp120 de HIV pré-ligado inibe a ligagdo do anti-
corpo as células. A ligagdo do anticorpo as células que expressam CD4 é
avaliada por analise FACS ou por microscopia com fluorescéncia de alta
resolucdo usando um anticorpo secundario marcado fluorescentemente
contra a espécie a partir da qual é derivado o anticorpo a ser testado.

. O gp120 de HIV usado nos ensaios acima pode ser fornecido
por células infectadas com HIV, pelo préprio HIV, por células hospedeiras
transformadas com o gene para gp120 de HIV, por células hospedeiras in-
fectadas com virus recombinante que expressa gp120 ou por gp120 isolado.

E preferido o gp120 de HIV produzido recombinantemente. Um tal produto é
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comercialmente disponivel como um gp120 de HIV recombinante, purificado
(American Biotechnologies, Inc., Cambridge, MA).

Para avaliar a capacidade de um anticorpo em particular para
bloguear a formac&o de sincicios HIV-induzida entre as células que expres-
sam CD4, pode ser usado qualquei' ensaio para sincicios conhecido. De
preferéncia, um isolado primario ou células de cultura de tecido que expres-
sam CD4 infectadas com HIV (por exemplo, H9) s&o adicionadas a culturas
de células MT-2. S&o entdo adicionadas quantidades varidveis dos anticor-
pos. Os controles negativos sdo suplementados com meio de cultura regular
ou com um anticorpo irrelevante na presenca de HIV. Também pode ser
usado um controle positivo com cepas que induzem sincicios gigantes. Apés
incubagao, todas as culturas s&o avaliadas por avaliacdo quantitativa visual
de sincicios ou formacéo de placa. Desta maneira, é avaliada a capacidade
que tem um anticorpo de bloquear a formacgéo de sincicios ou de reduzir o
numero de placas formadas em uma cultura.

Para determinar se um anticorpo em particular inibe a infecgao
de células que expressam CD4 por HIV, qualquer indicago de infecgéo por

HIV podia ser monitorada. Uteis em indicadores in vitro de infecgdo por HIV

incluem, por exemplo, secrecdo de antigeno p24 de ndcleo de HIV. De pre-
feréncia, a inibicdo da infeccdo por HIV é determinada comparando-se os
niveis de p24 de HIV na presenca e na auséncia do anticorpo em culiuras
de células que expressam CD4 infectadas.

Para avaliar a capacidade de um anticorpo em particular para
bloquear a infecgdo por HIV de células que expressam CD4, pode ser usado
ensaio quantitativo de antigeno viral p24. E preferido um ensaio de neutrali-
zagdo de antigeno p24 para a determinag@o da atividade de neutraliza¢éo
de anticorpo as dilui¢des indicadas contra entrada de virus (Wrin e outros, J
Virol, 1995, 69: 39-48). Desta maneira a dosagem viral de p24 de HIV, a in-
fectividade do virus e a neutralizacéo s&o avaliadas quantitativamente por
determinac&o do antigeno p24 acumulado pelas culturas de PMBC por p24
ELISA (Coulter Immunology, Hialeah, FL).

Para determinar se um anticorpc em particular tem uma pro-
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priedade melhorada de ligagdo a um complexo antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4 sobre a ligagdo a uma molécula de
rsCD4, é util ELISA ou similar. Em tais ensaios, a capacidade do anticorpo
de se ligar ac complexo antigeno, que compreende CD4, pode ser detec-
tada pelo uso de um anticorpo secur"xdério marcado especifico para imuno-
globulinas de cuja espécie foi derivado o anticorpo que emprega o rsCD4
que tinha sido pré-incubado com um peptideo derivado de um dominjo de
um receptor suspeito de estar em associacdo com CD4. Os peptideos szo
selecionados dos peptideos provenientes do dominio 3 de IL8Rgjfg
(p2029a), dominios 2 e 3 de CC-CKR2b (p2087a, p2088a), dominios 1 e 4
de CC-CKRS3 (p2073a e 2082a) e dominio 3 de CC-CKR5 (p2047a).

Para determinar se um anticorpo em particular liga-se a um
peptideo humano CD4-derivado, & dtil ELISA ou similar. Em tais dosagens,
a capacidade do anticorpo se ligar a estes peptideas pode ser detectada
pelo uso de um anticorpo secundario marcado especifico para imunoglobu-
linas da espécie da qual era derivado o anticorpo.

Para determinar se um anticorpo em particular se liga a um pep-
tideo humano derivado de receptor de quimiocina, @ Glil ELISA ou similar.
Em tais dosagens, a capécidade do anticorpo se ligar a estes peptideos
pode ser detectada pelo uso de um anticorpo secundério marcado es-
pecifico para imunoglobulinas da espécie da qual era derivado o anticorpo.

De preferéncia, a ligacdo de um anticorpo a um peptideo € de-
terminada por estudos de inibicdo em um rsCD4 ELISA primeiro incubando
o anticorpo rsCD4 reativo com os peptideos CD4 relacionados acima ou na
Tabela 1, seguido por uma segunda incubacfo do complexo anticorpo-
peptideo com as microcavidades revestidas com rsCD4 ou revestidas com
rsCD4/peptideo receptor de quimiocina.

Tipos de Homdlogos de Anticorpo desta InQengéo e Sua Producio

Os anticorpos da presente invenc&o incluem tanto anticorpos
como homdélogos de anticorpo que apresentam a nova combinagio de pro-
priedades de B4, descritas acima, como caracterizadas pelos procedimentos

descritos acima e nos Exemplos 2-18. Os anticorpos desta invencéo podem
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ser anticorpos monoclonais intactos, anticorpos recombinantes intactos, an-
ticorpos recombinantes quiméricos intactos, anticorpos recombinantes hu-
manizados intactos ou porgdes de ligaggdo de antigeno dos mesmos que
apresentam as propriedades de ligag@o e de neutralizag@o de B4, M2 e B13.

A. Anticorpos Monoclonais

O tipo de anticorpo mais preferido da presente invencé@o é o dos
anticorpos monoclonais intactos produzidos pelos hibridomas da presente
invencdo. A tecnologia para a produgéo de anticorpos monoclonais € bem
conhecida (Ver geralmente, Kennett e outros, "Methods for Production and

Characterization of Monoclonal Antibodies”, em Monoclonal Antibodies, Hy-

bridomas: A new Dimension in Biological Analyses, Plenum Press, pp 363-

419, 1980).

Preparagdes uteis de complexo antigeno de célula hospedeira
que compreende CD4 Uteis para fazer surgir anticorpos da invencgéo incluem
células que expressam CD4 humanas, por exemplo, linfocitos de sangue
periférico que expressam CD4. timécitos ou células provenientes de linha-
gens de célula T humana que expressam CD4.

Isto é contrario aos ensinamentos de Kung e outros, U.S.
4.381.295, que afirmaram: "In fact, the present applicants have discovered
that using a T cell malignant cell line as the antigen caused formation of hy-
bridomas which did not produce the desired (T4) antibody." (De fato, a pre-
sente Requerente descobriu que usando um linhagem de célula maligna de
célula T como o antigeno causou a formag&o de hibridomas que nao pro-
duziu ¢ anticorpo desejado [T4]) (Coluna 4, linhas 54-56). Evidentemente,
Kung e outros néo relataram reatividade alguma de OKT4 observada com 8
entre 8 casos de leucemia linfatica T-aguda (Coluna 14, linha 45) e a maio-
ria das linhagens de célula T (linha 51) e assim concluiu que as linhagens
de célula T malignas eram imunogénios indesejaveis.

O imunogénio para gerar o anticorpo da presente invengéo &
proveniente de uma fonte confiavel de células que expressam CD4, de pre-
feréncia, de uma linhagem de célula T tal como HPB-ALL que € derivada de

um paciente com leucemina linfoblastica T-aguda (T-ALL) ou SUP-T1 que é
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derivada de um paciente com linfoma de célula T n&o de Hodgkin (T-NHL).

Embora ndc se deseje ficar preso & teoria, acredita-se que
usando células que expressam CD4 fal como HPB-ALL, células SUP-T ou
MT-2 como 0 imunogénio, em vez de CD4 isolado ou formas solaveis re-
combinantes de CD4 (por exemplo, r;s,CDé‘r), evoca a geragao de anticorpos
da presente invencgdo. O uso de células qgue expressam CD4 fornece a
conformacéo mais favoravel sobre a superficie de células para o CD4 que
compreende complexo antigeno de célula hospedeira que ndo pode ser
fornecido pela molécula CD4 sozinha.

A imunizagéb pode ser realizada usando procedimentos
padronizados. A dose unitaria e o regime de imunizacdo dependem da
especie de mamifero imunizado, de seu estado imunoldgico, do peso do
corpo do mamifero e da quantidade do CD4 que compreende complexo an-
tigeno de célula hospedeira na preparagao administrada.

Na modalidade preferida, cada dose da preparacéo de célula
que expressa CD4 usada para imunizagdo de camundongos contém pelo
menos aproximadamente 5-10 x 108 células. Tipicamente, o camundongo é
imunizado intraperitonealmente no dia 0 com as ceélulas T que expressam
CD4, lavado muito bem em PBS para ficar livre de quaisquer proteinas no
meio de cultura, com ou sem adjuvante. Ao camundongo € entdo fornecido
um primeiro reforgo intraperitonealmente com as células T que expressam
CD4 lavadas e re-susepnsas em PBS 14 dias até 6 meses apés a imuniza-
¢do Inicial e de preferéncia 15 a 30 dias apbs a primeira imunizacdo, na
auséncia de quaiquer adjuvante. Podem ser administrados reforgos adi-
cionais. Hiperimunizagdo com reforcos multiplos sem adjuvante é preferida.

Trés dias antes da fusdo, € administrado intravenosamente o
reforgo final (células T que expressam CD4 em PBS sem adjuvante). O soro
do mamifero imunizado é selecionado de acordo com a estratégia descrita
acima e mais especificamente na Tabela 12 para a presenga de anticorpos
da invengdo. Os esplendcitos sdo isolados de mamiferos imunizados cujos
soros sao reativos com rsCD4. Qualquer um dos muitos protocolos bem

conhecidos Uteis para fus@o de esplendcitos e linhagens de célula imortali-
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zadas € entdo usado para a finalidade de gerar hibridomas desta invencao.

Tipicamente, a linhagem de célula imortal (por exemplo, uma
linhagem de célula de mieloma) e os esplendcitos so derivados das mes-
mas espécies de mamiferos. Os mamiferos Uteis incluem camundongos,
ratos € macacos rhesus. De preferéhcia os esplenocitos s@o derivados de
um Camundongo enddgamo (parente consangllineo) de cepa BALB/c ou de
um camundongo parente ndo-consangilineo de raca cd1 (Jackson Labs, Bar
Harbour, ME). As linhagens de célula imortais preferidas s&o linhagens de
célula de mieloma de camundongo que sao sensiveis a meio de cultura que
contém hipoxantina,.aminopterina e timidina ("meio HAT"). A linhagem de
célula de mieloma de camundongo mais preferida é P3X683-AG8.653 (ATCC,
Rockville, MD, n°. do catalogo CRL 1580). Tipicamente, as celulas de
mieloma de c:amuhdongo HAT-sensiveis estao fundidas a esplendcitos de
camundongo usando polietileno glicol ("PEG"). As células de hibridoma que
resultam da fusdo s&o entéo selecionadas usando meio HAT, que elimina
células de mieloma ndo-fundidas e improdutivamente fundidas, enquanto os
esplendcitos ndo fundidos morrem naturalmente apés varios dias.

As células de hibridoma que produzem um anticorpo de acordo
com é presente invencdo s&o detectadas por selecéo dos sobrenadantés de
cultura de hibridoma que usam os ensaios de sele¢do descritos acima. De
preferéncia, a selegcdo priméaria ird selecionar anticorpos que tém uma
atividade "preferencial” de ligac&o a rsCD4 que foi pré-incubado com um
peptideo (por exemplo p2047) derivado do terceiro dominio externo do re-
ceptor quimiocina CC-CKRS sobre sua atividade de ligacdo a rsCD4 ape-
nas. A ligagcdo melhorada é detectada por comparacédo dos resultados de
ELISA obtidos pelo complexo rsCD4/p2047 correspondente vs. rsCD4. Esta
selecdo priméria dupla simples (rsCD4/p2047 vs. rsCD4) ira eliminar uma
maioria (>90%) de anticorpos que tém reatividades para nédo-CD4 com-
preendendo antigenos de superficie. Os anticorpos selecionados para sua
reatividades preferenciais a rsCD4 em associacdo com o terceiro dominio
externo da molécula de CC-CKRS sobre rsCD4 sdo sujeitos a uma selegdo

secundaria para ligacdo ao complexo antigeno de superficie da célula que
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compreende CD4 por caracterizacéo de sua ligagdo a células que expres-
sam CD4, por exemplo, as células HPB-ALL ou SUP-T. Tal ligag@o é de-
tectada por anticorpos secundarios marcados fluorescentemente especificos
para imunoglobulinas da espécie da qual foi derivado o anticorpo e avaliada
por analise FACS ou por um microscépio com fluorescéncia e observada por
micrascopia com fluorescéncia. Os anticorpos que tém reatividade de liga-
céo as celulas que expressam CD4 sao ainda {estados para sua capacidade
de neutralizarem isolados primarios de HIV-1, por exemplo, 23135, por um
ensaio de neutralizac8o em microplaca MT-2 para a media da inibicdo de
formagéo de sincicios ou um ensaio de neutralizag@o de antigeno p24 para
a medida de inibicao de replicagdo viral.

Aqueles clones que secretam anticorpos que exibem ligacédo
preferencial a rsCD4/p2047 efou atividade de ligac&o a rsCD4 por ELISAS,
gue coram com brilho para células que expressam CD4 por um ensaio com
imunofluorescéncia indireta e que apreseniam atividades de neutralizacéo
contra isolado primario de HIV a uma concentracdo de <10 pg/mL sdo se-
lecionados para clonagem e sub-clonagem finais.

Para produzir anticorpos desta invencio, que s&o anticorpos
monoclonais intactos, os hibridomas {estados positivos nos ensaios de se-
lecéo acima sao cultivados em um meio nutriente sob condicdes bem con-
hecidas e durante um tempo suficiente para permitir que as células de hibri-
doma secretem os anticorpos monocionais para dentro do meio de cultura.
As técnicas de cultura de tecido e os meios de cultura adequados para as
células de hibridoma s@o bem conhecidas (Ver, por exemplo, Kennett e

outros, Monoclonal Antibodies, acima). S&o coletados os sobrenadantes de

cultura de hibridoma condicionados que contém os anticorpos desejados.
Aliernativamenie, o anticorpo desejado pode ser produzido por
injecdo das células selecionadas de hibridoma na cavidade peritoneal de
um camundongo ndo-imunizado. As células de hibridoma se proliferam na
cavidade peritoneal. secretando o anticorpo, que se acumula como fluidos

ascites (Kennett e outros, Monaclonal Antibodies, acima). O anticorpo é col-

hido por retirada do fluido de ascites proveniente da cavidade peritoneal
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com uma seringa.

Sera entendido pelo perito da técnica que os anticorpos mono-
clonais de acordo com esta inveng@o podem ser purificados com facilidade
a partir do sobrenadante de cultura de hibridoma condicionado ou a partir
de fluido de ascites. ‘

B. Anticorpos Recombinantes e DNA gue Codifica os Mesmos

Os homdlogos de anticorpo de acordo com a presenie invencao
podem ser anticorpos monocionais recombinantes produzidos por células
hospedeiras transformadas com DNA que codifica as cadeias leves e pe-
sadas de imunoglobulina de acordo com esta invenc&o. Os anticorpos re-
combinantes podem ser produzidos por técnicas de engenharia genética
bem conhecidas.

Por exemplo, anticorpos recombinantes podem ser produzidos
por clonagem de cDNA ou DNA gendmico que codifica as cadeias leves e
pesadas de imunoglobulina do anticorpo desejado a partir de um hibridoma
que produz um anticorpo de acordo com esta invencdo. O cDNA ou o DNA
genomico que codifica aqueles polipeptideos € entéo inserido em vetores de
expressao recombinantes de modo que ambos os genes estéo ligados op-
erativamente a suas préprias seqléncias reguladoras, para controle de
transcricdo e de tradugao. O vetor de expressao e as seqiéncias regulado-
ras para controle de expresséo séo escolhidos para serem compativeis para
expressdo na célula hospedeira selecionada. Tipicamente, tanto os genes
de cadeia pesada como de cadeia leve s&o inseridos no mesmoe vetor de
expressdo de modo gue a expresséo de ambos é operativamente ligada.

Podem ser usadas células procariéticas ou eucaridticas como
hospedeiros de expressé@o. A expressdo em células hospedeiras eucarioti-
cas é preferida porque tais células s&o mais propensas do que as células
procarioticas a se reunir e a secretar um anticorpo apropriadamente do-
brado e imunologicamente ativo.

Sera entendido que variagcbes no procedimento acima estao
dentro do ambito da presente invengao.

E possivel que as células hospedeiras produzam porgdes de
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anticorpos intactos, tais comao dimeros de cadeia leve ou dimeros de cadeia
pesada, que também sao homodlogos de anticorpo de acordo com a presente
invencao. Por exemplo, pode ser desejado transformar uma célula
hospedeira com DNA que codifica a cadeia leve ou a cadeia pesada (mas
nda ambas) de um anticorpo desta iﬁvengéo. Também pode ser usada tec-
nologia de DNA recombinante para remover parte ou {odo o DNA que codi-
fica uma ou ambas as cadeias leve e pesada que n&o & necessario para li-
gacédo a CD4, por exemplo, DNA que codifica fragmentos Fab'. As molécu-
las expressadas a partir de tais moléculas de DNA truncadas s&o homélo-
gos de anticorpo de acordo com esta invenc&o.

C. Anticorpos Recombinantes Quiméricos e Humanizados e

DNA que Codifica os Mesmos .

O DNA que codifica os anticorpos recombinantes descritos
acima pode ser usado como 0 ponio de partida para produzir anticorpos re-
combinantes quimericos ou humanizados. Os anticorpos recombinantes
quimericos s&o produzidos por transformagdo de uma célula hospedeira
com um vetor de expressdo adequado que compreende DNA que codifica
as cadeias leves e pesadas desejadas de imunoglobulina em que todas ou
algumas das regides dobradica e constantes da cadeia pesada e/ou leve
foram substituidas com DNA proveniente da regiao correspondente de uma
cadeia de imunoglobulina leve ou pesada de uma espécie diferente.
Quando o anticorpo recombinante original for nao-humano, é preferida a
substituicdo com seqiiéncias humanas que codificam as regides dobradica e
constantes. Um exemplo de anticorpo recombinante quimérico tem regides
de camundongo variaveis e regides dobradica e constantes humanas. Ver
geraimente, US 4.816.397 e Morrison e outros, "Chimeric Human Antibody
Molecules: Mouse Antigen-Binding Domains With Human Constant Region
Domains", Proc Nat'l Acad Sci USA, 1884, 81: 6851-55.

Séo produzidos anticorpos recombinantes humanizados por

transformacdo de uma célula hospedeira com um vetor de expressédo ade-
quado que compreende DNA que codifica as cadeias de imunoglobulina

leves e pesadas ndo-humanas desejadas em que todo ou parte do DNA que
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codifica os aminoacidos nzo envolvidos em complexo antigeno de CD4,
incljusive seqliéncias de armacgéo interspersas entre as regides que deter-
minam complementaridde (CDRS), foram substituidas com DNA provenien-
tes das regides correspondentes de uma cadeia leve ou pesada de imuno-
globulina humana desejada. Ver -geralmente, P. T. Jones e outros
"Replacing The Complementarity-Determining Regions In A Human Antibody
With Those From A Mouse", Nature, 1986, 321 522-25.

Os anticorpos recombinantes humanizados mais preferidos

desta invencao tém os B4 "CDRs" interspersos entre seqiéncias de arma-
¢éo humana.

D, Homdlogos de Anticorpo De Acordo Com Esta Invencio que

s8o Gerados em Mamiferos Transgénicos

-Hibridomas provenientes de camundongos homozigoticos para
um locus de imunoglobulina enddgeno inativado e contendo seqgiiéncias de
transgene que codifica uma seqliéncia de cadeia pesada humana e uma
seqliéncia de cadeia leve humana, secretam homologos de anticorpo que
compreendem uma seqléncia de cadeia pesada humana e uma seqléncia
de cadeia leve humana. Estes homodlogos de anticorpo transgénicos, que
ligam-se a molécula de CD4 soluvel em agua recombinante & mais prefer-
encialmente a rsCD4 em associac&o com um peptideo (por exemplo, p2047)
derivado do terceiro dominio externo do receptor de quimiocina CC-CKR5
pelos respectivos ELISAs e a um complexo de antigeno de céluia
hospedeira humano que compreende a proteina CD4 por formagdo de
mancha com imunofluorescéncia indireta de células que expressam CD4,
gue t&m uma atividade neutralizadora dirigida contra isolados primarios pro-
venientes de todos os clados de HIV-1 e diversos isolados primarios de HIV-
2 e SIV e tém propriedades de ligacdo de anticorpo similares aquela de an-
ticorpo monoclonal B4, podem ser gerados por esguemas de imunizagéo e
de selecio como aguele descrito na se¢do A, de subtitulo Anticorpos Mono-
clonais. 7

Mais especificamente, & usado um camundongo transgénico

caracterizado seja pelo fato de ter gendtipo HC1 ou HC2 como descrito em
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Smith e outros, WO 93/12227, homozigético para um locus Jy funcional-
mente rompido e que prende um transgene capaz de se rearranjar para
codificar uma cadeia pesada de seqiéncia humana e um transgene capaz
de se rearranjar para codificar uma cadeia leve de segiéncia humana como
o hospedeiro para imunizagdo em vez de camundongo BALB/c ou CD1 nor-
mal.

E. Homdlogos de Anticorpo De Acordo Com Esta Invencdo gue

N&o S30 Anticorpos Intactos

Os homdélogos também incluem fragmentos dos anticorpos da
presente invengdo. Tais fragmentos podem ser derivados de qualquer um
dos anticorpos intactos descriios acima. Por exemplo, os fragmentos de li-
gacgdo de complexo antigeno de célula hospedeira, assim como os polipep-
tideos monoméricos ou diméricos de comprimento total derivados dos anti-
corpos descritos acima séo eles mesmos homélogos de anticorpo de acordo
com a presente invengdo. Os homdlogos de anticorpo Uteis deste tipo in-
cluem fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab')p, fragmentos
F(v), mondmeros ou dimeros de cadeia pesada, mondmeros ou dimeros de
cadeia leve, dimeros que consistem de uma cadeia pesada e uma leve e
similares. Os fragmentos anteriores geralmente sdo homologos de anticorpo
Uteis de acordo com a presente invengéo.

Os fragmentos de anticorpo podem ser produzidos por proces-
s0s quimicos, por exemplo, por clivagem de um anticorpo intacto, com uma
protease, tal como pepsina ou papaina e opcionalmente tratando o produto
clivado com um agente redutor. Alternativamente, os fragmentos Uteis po-
dem ser produzidos usando células hospedeiras transformadas com genes
de cadeia pesada ou leve truncada ou fusdes de genes de cadeia pesada
ou leve fruncada. Os mondmeros de cadeia pesada ou leve podem ser pro-
duzidos por fratamento de um anticorpo intacto com um agente redutor, tal
como ditiotreitol, seguido por purificagcdo para separar as cadeias. Os
mondmeros de cadeia pesada e leve podem também ser produzidos por
células hospedeiras transformadas com DNA que codifica a cadeia pesada

ou a cadeia leve desejada, mas ndo ambas. (Ver Sastry e outros, Proc Nat'l
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Acad Sci USA, 1989, 86; 5728-32.

Células Que Produzem Anticorpos da Presente Invencéo

A presente invengdo também fornece céiulas e culturas de cé-
lula que produzem os anticorpos desta invencdo. Tais células incluem hibri-
domas que produzem anticorpos moﬁoclonais desta invengao.

Além disso, a présente invengdo fornece um processo de pro-
ducao dos anticorpos da presente invengéo por cultivo das células que pro-
duzem os anticorpos. Os processos de cultivo de tais células e isolamento
dos anticorpos produzidos sdo bem conhecidos. Estes processos incluem
técnicas de cultura de célula, assim como a geracao de ascites.

E também fornecido um processc para a producdo de hibrido-
mas desta invengdo que compreende a etapa de imunizacdo de um
mamifero ndo-humano com células que expressam CD4.

As células a serem usadas como um imunogéenio para este
processo sdo as células provenientes de uma fonte confiavel de linhagem
de célula que expressa CD4, por exemplo, uma linhagem de célula T deri-
vada de leucemia ou linforma humano tal como HPB-ALL derivado de um
paciente com leucemia linfoblastica T-aguda (T-ALL) ou SUP-T derivada de
um péciente com T-célula finfoma ndo de Hodgkin (T-NHL) que & liberado
intraperitonealmente em PBS ou adjuvante completo de Freund para a
primeira imunizacé@o e administrado isento de qualquer adjuvante, intraperi-
tonealmente ou intravenosamente para reforgos subsequentes.

Composicdes Farmacéuticas E Processos Desta Invencéo

O anticorpo e homologos dos mesmos desta invengao séo tteis
em composi¢des profilaticas e terapéuticas para evitar doengas causadas
por agentes infecciosos cujos alvos primarios séo linfocitos que expressam
CD4. Tais doencas incluem infeccao por HIV e doencas associadas inclu-
sive AIDS.

As composicbes farmacéuticas preferidas desta invengdo para
administraggo em seres humanos incluem os anticorpos da presente in-
vengao, tal como um ou mais dos anticorpos monoclonais de camundongo

B4 ou M2 ou B13 e homdlogos dos mesmos tais como anticorpos recombi-
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nantes quiméricos de camundongos/humanos, anticorpos recombinantes
humanizados ou porgdes de ligagdo com antigenc daqueles anticorpos. As
composigdes farmacéuticas geu compreendem os anticorpos recombinante
quiméricos de camundongos/humanos com propriedades de ligac&o simi-
lares exibidas por B4 ou M2 ou 813' ou anticorpos recombinantes humani-
zados com propriedades similares de ligac&o exibidas por B4 ou M2 ou B13
s&o as mais preferidas.

As composi¢cbes farmacéuticas desta invengdo também podem
compreender outros agentes terapéuticos para a profilaxia da infeccdo por
HIV. Por exemplo, os homodlogos de anticorpo desta invengdo podem ser
usados em combinacdo com agentes anti-retrovirais que bloqueiam a tran-
scritase reversa, tal como AZT ou com agentes que inibem a protease HTV.
Adicionalmente, as composicdes farmacéuticas desta invengdo podem tam-
bém conter agentes antivirais tais como interferons ou agentes imunossu-
pressores tal como ciclosporina.

Além disso, podem ser usados um ou mais homdlogos de anti-
corpo em combinagdo com dois ou mais dos agentes terapéuticos anteri-
ores. Tal combinagido de terapias pode vantajosamente utilizar dosagens
inferiores dos agentes terapéuticos administrados, evilando desse modo
possivel foxidez ou efeitos adversos associados a varias monoterapias.

As composicdes farmacéuticas desta invencdo compreendem
uma quantidade imunoterapeuticamente eficaz de um ou mais homodlogos
de anticorpo de acordo com esta invenc&o ou forma (s) derivatizada (s) dos
mesmos e, de preferéncia, um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Por
"quantidade imunoterapeuticamente eficaz" entende-se uma quantidade ca-
paz de evitar os efeitos imunocomprometedores de infeccdo por HIV ou
AIDS ou de outras doencgas causadas por agentes infecciosos cujos alvos
primarios séo os linfécitos que expressam CD4. Por "veiculo farmaceutica-
mente aceitavel' entende-se um veiculo que nao provogue uma reacao
alérgica ou outro efeito desfavoravel em pacientes aos quais ele € adminis-
trado.

Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis adequados incluem,



10

15

20

25

30

36

por exemplo, um ou mais de agua, soro fisiologico, soro fisiologico tam-
ponado com fosfato, dextrose, glicerol, etanol e similares, assim como com-
binacbes dos mesmos.

Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis podem ainda com-
preender quantidades minimas de substancias auxiliares tais como agentes
umidificadores ou emulsificadores, conservantes ou tamponadores, que
melhoram o prazo de validade ou a eficiéncia do homélogo de anticorpo.

As composicSes desta invencdo podem estar em uma variedade
de formas. Estas incluem, por exemplo, formas de dosagem solidas, semi-
solidas e liquidas, tais como comprimidos, pilulas, pds, solugdes liquidas,
dispersdes ou suspensdes, lipossomos, supositorios, solugdes injetaveis e
infusiveis. A forma preferida depende do modo de administracdo pretendido
e da aplicagdo profildtica ou terapéutica. As composicdes preferidas estdo
na forma de solugbes injetaveis ou infusiveis.

As composicdes farmacéuticas preferidas desta invengdo sido
similares aquelas usadas para imunizag&o passiva de seres humanos com
outros anticorpos. O modo de administracao preferido é o parenteral.

Sera evidente para os peritos na técnica que a quantidade imu-
noterapeuticamente eficaz de homologo de anticorpo desta invengao ird de-
pender do horario de administracdo, da dose unitaria do homologo de anti-
corpo administrado, se o homélogo de anticorpo for administrado em combi-
nacao com outros agentes terapéuticos, o status imunolggico e a sadde do
paciente e a atividade antiviral do homélogo de anticorpo em particular ad-
ministrado.

A imunoterapia para profilaxia de infec¢éo por HIV, isto &, quan-
tidades imunoterapeuticamente eficazes por dose unitaria de um homélogo
de anticorpo que é um anticorpo intacto, na faixa de desde aproximada-
mente 1 até 100 mg/kg de peso do paciente, de preferéncia 5 mg/kg até 50
mg/kg de peso do paciente e mais preferivelmente 5 mg/kg de peso do pa-
ciente. As doses unitarias deviam ser administradas uma vez de duas em
duas semanas e de preferéncia uma vez imediatamente apds uma ex-

posigao acidental tal como uma picada de agulha. O efeito antiviral pode ser
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medido por uma variedade de métodos, inclusive carga viral. Seré reconhe-
cido, no entanto gue podem ser empregadas doses mais baixas ou mais al-
tas e outros horarios de administracdo.

Os regimes de tratamento para homalogos de anticorpo que nao
s&o anticorpos intactos podem diferi;", dependendo de seu tamanho e das
propriedades farmacéuticas. .

De maneira que esta inveng&o possa ser melhor entendida, séo
apresentados os seguintes exemplos. Estes exemplos s&o apenas para a
finalidade de ilustracéo e ndo devem ser considerados como limitativos do
ambito da invencéo de alguma maneira,

EXEMPLO 1

Comparacdo da Suscetibilidade de Cepas de Laboraidrio e de Isolados
Primarios de HIV-1 a Neuiralizac&o in viiro por Anticorpos Dirigidos Contra
gp120 de HiV-1

Procedimentos especificos para a determinacdo de neutralizagdo de virus
por anticorpo.

Células. A linhagem de célula T humana MT-2 (N°. 237, NiH
AlDS Research and Reference Reagent Program Catalog) foi mantida em
meio Eagle modificado de Dulbecco supiementado com 15% de soro fetal

bovino como descrito anteriormente (Hanson e outros, J_Clin_Microbio,

1980, 28: 2030-2034). Células mononucleares de sangue periférico
{PBMCs) de doadores soronegativos de HIV-1 foram isoladas de unidades
de camada leucécita fresca por gradiente de separacdo de Ficoll-Hypaque
(Organon Teknika Corp., Durham, NC). As PBMCs resultantes foram es-
timuladas com PHA-P a 0,5% (Difco Laboratories, Detroit, Ml). Apds 3 a 4
dias, 0 meio gue contém PHA-P foi removido e as células mantidas em
RPMI com 15% de soro fetal bovino, 800 pg/mb de glutamina, antibidticos e
5% de interleucina-2 (Cellular Products, inc., Buffalo, NY).

Virus. HIV-1 MN é uma cepa adaptada em laboratdrio disponivel
como e mantida como uma cultura de célula HY persistentemente infectada
proveniente dos National Institutes of Health, Bethesda MD (NIH AIDS Re-
search and Reference Reagéﬁt Program Catalog n°. 402), da qual foram
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preprados estoques concentrados sem célula. Os isolados primarios de HIV-
1 foram preparados a partir das PBMCs do paciente por co-cultivo de
PBMC. Culturas em estoque de isclados primarios foram preparadas por
nao mais do que 3-5 passagens através das PBMCs e clarificadas por cen-
trifugacdo (Sawyer e outros, J Virb!, 1894, 68:1342-1348). Elas foram
fornecidas por Carl Hanson do California Departmen of Heal‘th Services,
Berkeley CA.

Ensaio de Neutralizacdo de Microplaca MT-2. A determinacdo

titulo de anticorpo neutralizador de HIV emprega a pré-incubacéo de soros
diluidos em série ou anticorpo com uma quantidade fixa de HIV seguida por
infeccdo de células MT-2 sensiveis a HIV e formag&o de uma monocamada
de célula que apresenta microplacas HiV-induzidas. Os resultados s&o
avaliados quantitativamente das microplacas. O ensaio € adequado para
isolados de Sl apenas, sejam isolados adaptados em laboratorio ou
primarios, porque as microplacas representam sincicios gigantes formados
por células MT-2 fundindo-se aos focos de células infectadas por HIV; g, o
ensaio € apropriado para avaliagdo da inibicdo tanto da transmissgo do
virus para a célula como de célula a célula porque a inibicdo de formacéo
de sincicios resulta da acdo de anticorpo sobre particulas de HIV ou sobre
células infectadas com HIV, isto €, o ensaio mede tanto a inibicdo da fusdo
de virus para célula como da fus&o de célula para célula induzida por HIV. A
neutralizac&o € entdo observada por reducgéo de microplacas como obser-
vado por enumeragéo de placas coradas com iodeto de propidio uma se-
mana depois (Ver, Hanson e outros, J Clin Microbiol, 1990, 28: 2030-2034).

Neste ensaio, tanto virus como soro ou anticorpo séo diluidos em plasma
humano normal desfribinado 50% reunido, para negar qualquer efeito mel-

horador néo-especifico ou inibidor.

Soros e Anticorpo. GP anti-gp120 N-terminal V3MN & soro re-
unido de cobaias que tinham sido hiperimunizadas (Wang e outros, Sci-
ence, 1991, 254:; 285-288) com um antigenc de peptideo sintético corre-
spondente a porgéo N-terminal do dominio V3 hipervariavel de gp120 pro-
veniente de HIV-1 MN (anti-N-terminal V3 MN). Os soros da colegéo GP
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anti-gp120 N-terminal V3 s@o anti-soras reunidos provenientes de trés co-.
baias hiperimunizadas com uma mistura complexa de peptideos que repre-
sentam uma colecdo de aproximadamente 1x1 013 possiveis seqiéncias
HIV-1 N-terminal V3 {colec@o anti-N-terminal V3). Os imunogénios N-
terminal V3 MN e N-terminal V3 usa&os para imunizagdes de cobaia foram
imunogénios de peptiéieo sintético N-terminal V3 multi-ramificado que po-
dem ser usados para gerar anticorpo policlonal com atividade neutratizadora
para diversas cepas de laboratdrio de HIV-1, como descrito em Walfield e
outros (Koff e outros, ed., AIDS Research Reviews, Capitulo 18, Marcel

Dekker: Nova York, 1993). Um outro anticorpo anti-gp120 € um anticorpo
monoclonal humano recombinante (Mab) designado IgG1 b12 com especifi-
cidade pelo sitio de ligacdo gp120 para CD4 (anti gp120 CD4-BS) (Burton e
outros, Science, 1994, 266: 1024-1027). 1gG1 b12 foi gerado como um

fragmento Fab a partir de uma colegao anticorpo-fago preparada a partir de

medula éssea de um doador HIV-1 soropositivo assintomatico a longo termo
e foi convertido a um anticorpo humano infegral por clonagem em um vetor
de expresséo IgG1 de DNA recombinante. Ele € considerado como o padréo
de ouro de anticorpos para neutralizac&o de diversos isolados primarios de
HIV (Burton e outros, acima).

Resultados: e

Uma comparagéo das atividades de neutralizagdo de HIV-1 de
anti-soro de cobaia anti-N-terminal V3 MN, anti-soros de cobaia anti-N-
terminal V3 e IgG1 b12 (anti-gp120 CD4-BS), é apresentada na Tabela 2.

As atividades de neutralizacdo para os dois soros anti-N-
terminal V3 foram determinadas sobre a cepa de laboratdrio HIV-1 MN e so-
bre dois isolados primérios de HIV-1 (23135 e BR014). A atividade de neu-
tralizacéo foi determinada para o anticorpo de sitio de ligac&o anti-gp120
CD4 sobre os dois isolados primarios, 23135 e BR014. As atividades de
neutralizagdo foram determinadas pelo Ensaio de Neutralizacdo em Mi-
croplaca de MT-2 e sdo expressas na Tabela 2 nos pontos finais indicados
(50% e 90%) como titulos de diluig@o para os anticorpos de soro policlonal e

como concentragBes (ug/mL) para o anticorpo monocional.
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HIV-1 MN, a cepa adaptada em laboratério cultivada sobre a
finhagem de célula T HY9, era bastante sensivel a neutralizagdo tanto por
anti-soros anti-N-terminal V3, com anti-N-terminal V3 MN sendo quatro
vezes mais potente do que os anti-soros de colecdo anti-N-terminal V3
cepa-especificos. Os isolados prim'érios cultivados em PBMC eram re-
fratarios a neutralizagdo por um dos soros anti-N-terminal V3. Entretanto,
pelo menos um dos isclados primarios era moderadamente neutralizavel
pelo sitio de ligacéo anti-gp120 CD4, IgG1 b12. Estes resultados s&o o re-
flexo das diferencas entre HIV-1 adaptado em laboratério e isolados
primarios em suscetiiaiiidade a neutralizacéo. Eles indicam a sensibilidade
de cepas de NIV-1 adaptadas em laboraidrio a anticorpos anti-gp120 N-
terminal V3 cepa-especificos, a resisténcia de isolados primarios a tais anti-
corpos e a sensibilidade de alguns isolados primarios a neutraliza¢do por
anticorpos dirigidos contra a ligacédo de gp120 ao receptor de célula
hospedeira CDA4.

Tabela2
Atividades de Neutralizacao de Anticorpos anti-gp120 Contra Cepa de Laboe-
ratorio de HIV-1 e Isolados Primarios de HIV-1 (Ensaio de Neutralizacéo de
‘ Microplaca MT-2)

Amostra Cepa de HIV

Cepa de Laboratorio isolado de Campo
Primario

50% de 90% de 50% de | 50% de
inibicao inibicéo inibicao | inibicao

GP « gp120 N-terminal V3MN | 1:203,080 | 1:39,840 | <1:10 | <1:10
[G.P. N° 4276-4280: 12 wpi*]

GP a gp120 N-terminal V3 cole~-¢do | 1:23, 968 1:6,182 <1:10 <1:10
de [P. N° 6546-6547; 8 wpi*]

Mab IgG1 b12 (o gp120) | - - 12,8 >50
pg/ml | pg/mi
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*wpi: semanas apos a imunizagao inicial
EXEMPLO 2

Caracterizacéo das Atividades de Neuiralizagao in vitro de Anticorpos Anti-

Célula Hospedeira Contra Isolados Primarios de HIV-1

Os anticorpos monocionéis foram purificados a partir de fluidos
ascites e os anticorpos policlonais anti-gp120 N-terminal V3 de cobaia foram
purificados do soro por cromatografia de afinidade com Proteina A. Os anti-
corpos foram reconstituidos como solugbes estéreis em Soro Fisiolégico
Tamponado com Fosfato (PBS) a 1 mg/mL e foram preparados como di-
luicdes em série em PBS para ensaios de neutralizagéo de HIV-1. Os anti-
corpos foram dosados individualmente e foram combinados as misturas dos
grupos 7-15 de modo a mostrar interagbes sinergisticas entre anticorpos de
diferentes especificidades ou falta dos mesmos. As atividades de neutrali-
zaca@o contra HIV-1 foram determinadas sobre dois isolados primarios pelo
Ensaio de Neutralizagdo em Microplaca MT-2 e s&o expressas nos pontos
finais indicados (50% e 90%) como concentragdes de anticorpo (ug/mL).
Resultados: , S

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram as atividades
de neutralizagé@o contra dois isolados primérios de campo (23135 e BR014)
de HIV-1 clado B de uma colecao de anticorpos que inclui anticorpos mono-
clonais murinos com especificidades para varios antigenos da superficie da
célula (grupos 1 e 2, MAbs ID1 e 80A para HLA DR; grupo 3, MAb A1.4 para
HLA A B,C cadeia pesada; grupo 4, MAb H28 para betas microglobuling; e
gruopo 5, B4 para um complexc antigeno de célula hospedeira que com-
preende a proteina CD4), uma preparacéo de anticorpo policlonal anti-
gp120 N-terminal V3 MN proveniente de uma cobaia imunizada com um
peptideo sintético retirado do dominio N-terminal V3 de gp120 de HiV-1 MN
(grupo 6), misturas destes anticorpos (grupos 7-15) e cinco anticorpos
monaclonais adicionais dirigidos contra antigenos de célula T bem carac-
terizados (grupo 16, MADb para receptor de roseta E; grupo 17, MAb para
antigeno T3; grupo 18, MAb para Leu1; grupo 19, MAb para antigeno T8; e,
grupo 20, MAb C37 para receptor antigeno de célula-T) (Wang e outros,
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Hybridoma 1986, 5:179-190).

Dos 11 anticorpos individuais testados no experimento da Ta-
bela 3, apenas um MADb derivado de camundongo imunizado com linhagem
de célula T HPB-ALL, B4 (grupo 5), que € uma modalidade preferida da pre-
sente invengdo com uma unica atividade de ligac&o em reiagéo a um re-
ceptor complexo antigeno de célula hospedeira gque compreende CDA4,
demonstrou forte neutralizacao dos isolados primarios. As misiuras do anti-
corpo grupos 7-15 apresentaram atividades de neuiralizacdo somente se
eles incluiam B4. Comparar os resuitados para os grupos 7-10 & 15 dos
grupos 11-14. Além disso, a comparagao das atlividades de neutralizagdo do
grupo 5, grupos 9, 10, 15 e grupos 7 e 8 mostram que a atividade de neu-
tralizacdo das misturas é contribuida somente por B4, Os outros anticorpos
servem apenas para diluir a atividade de neutralizac&o de B4 e ha provas
de alguma interag@o sinergistica entre o anticorpo dirigido contra o com-
plexo antigeno de célula hospedeira que compreende CD4 da invencdo
(MADb B4) e os outros anticorpos anticelulares ou o anticorpo anti-gp120 N-
terminal V3. Nenhum dos anticorpos monoclonais dirigidos contra outros
antigenos de célula T, que se sabe ser expressado sobre as células HPB-

ALL, neutralizou os isolados primarios de HIV até algum nivel detectavel.



Tabela 3

Neutralizag¢do de isolados Priméarios de Campo de HIV-1 B Clado por Anticorpos Monoclonais Dirigidos Contra Antigenos

de Gélula Hospedeira (Ensaio de Neutralizacdo em Microplaca MT-2)

Grupo Tipo de Anticorpos Cepa de HIV
23135 BRO14
50% de inibigAo | 90% de inibiggo | 50% de inibicgdo | 90% de inibig&o
1 | Mab o HLA DR (ID1) > 100 ug/mL - >100 ug/mL 71,4 ng/mi >100 pg/mb
2 Mab o HLA DR (80A) > 100 pg/mL >100 pg/mL >100 pg/mL >100 pg/miL
3 | Maba HLAA, B, C cadeia pesada (A1.4) | > 100 pg/mL >100 pg/mL 47,6 pg/mi >100 pg/mL
4 : Mab o B, microglobulina (H28) > 100 pg/mL >100 pg/mb >100 pg/mL >100 pg/mL
5 | Mab B4 (a HPB-ALL) 0,21 pg/mL 1,54 ug/mL 0,19 pgimL 1,63 pg/mi.
6 Policlonal IgG a. N-terminal V3 MN > 100 pg/mL > 100 pg/ml > 100 pg/mL | > 100 pg/mL
7 Ab mistura gps 1+2+3+4+5 [razéo eq.] 1,05 pg/mL 4,37 ugimb 0,75 pug/mL 4,13 pgfmL
8 Ab mistura gps 1+2+3+4+5+6 [razdo eq.] | 1,17 pg/mL 5,75 pg/mL 1,17 pg/mL 8,08 pg/mi
9 Ab mistura gps 1+5 [razédo eq.] 0,51ug/mb 0,96 pg/mL 0,49 pg/mL 2,52 ng/mb

ey



Tabela 3 (continuacgéo)

Grupo Tipo de Anticorpos Cepa de HIV
23135 BRO14
10 Ab mistura gps 1+5+6 [razdo eq.] 0,60 pg/M 3,51 pg/mb 0,75 pg/ml - 3,32 pg/mbL
11 Ab mistura gps 146 [raz&o eq.] > 100 pug/M > 100 pug/M > 100 pug/M > 100 pg/M
12 Ab mistura gps 246 [razdo eq.] > 100 pg/M > 100 pug/M > 100 pg/M > 100 po/M
13 Ab mistura gps 3+6 [razdo eq.] > 100 pg/M > 100 pug/M > 100 pug/M > 100 ug/M
Grupo | Tipo de Anticorpos Cepa de HIV
23135 BR0O14
14 Ab mistura gps 4+6 [razéo eq.] > 100 pg/M > 100 ug/M > 100 pg/M > 100 pug/M
15 Ab mistura (Fr. gps 5+6 [razéo eq.] 0,46 png/M 2,52 png/M 0,67 pg/M 3.14 pg/M
16 Mab o E receptor de roseta > 50 ng/M > 50 ng/M > 50 ng/M > 50 ug/M
17 Mab o T3 > 50 ng/M > 50 pg/M > 50 ug/M > 50 ng/M
18 Mab o Leu 1 > 50 ug/M > 50 ug/M > 50 ug/M > 50 pg/M
19 Mab o T8 > 50 ug/M > 50 pg/M > 50 ug/M > 50 ng/M
20 Mab o T receptor antigeno de célula (C37) | > 50 ug/M > 50 ug/M > 50 ug/M > 50 ug/M

474
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EXEMPLO 3 ‘
Anticorpos Monoclonais Dirigidos Contra um Complexo Antigeno de Célula
Hospedeira que Compreende CD4 Desenvolvidos Por imunizag&o de Ca-
mundongos BALB/c com Céiulas HPB-ALL
Procedimentos Especificos para a determinagéo de reatividades de anti-
corpo monoclonal com rsCbD4 e com células que expressam CD4

rsCD4. Foi obtido CD4 recombinante scltvel (rsCD4) purificado
a partir de uma fonte comercial (American Bio-Technologies, Inc. Cam-
bridge, MA) e proveniente de NIH (USA) AIDS Research and Reference
Reagent Program/
Determinacio de Reatividade anti-CD4 por ELISA rsCD4. ELISA rsCD4 foi

conduzido por revestimento de placas de microtitulo com 96 cavidades por

incubacao durante toda a noite a 4°C com rsCD4 a 0,25 ug/mL usando 100
yL por cavidade em tamp&o NaHCO3 10 mM, pH 8,5. As cavidades revesti-
das com rsCD4 foram incubadas com 250 pl de 3% em peso de gelatina em
PBS a 37°C durante uma hora para bloquear os sitios de ligagéo de pro-
teina ndo-especificos, lavadas trés vezes com PBS contendo TWEEN 20 a
0,05% em volume e entdo secas. Amostras teste (anticorpos monoclonais
ou um soro anti-rsCD4 de cobaia) foram diluidas com PBS contendo 20%
em volume de soro normal de bode, 1% em peso de gelatina e 0,05% em
volume de TWEEN 20 a diluicbes de 1:20 volume para volume a nao ser se
for indicado de outra maneira. Foram adicionados 100 (L da amostra diluida
a cada uma das cavidades e deixado reagir durante uma hora a 37°C. As
cavidades foram entéo lavadas seis vezes com TWEEN 20 a 0,05% em vol-
ume em PBS para remover anticorpos marcados nao ligadoes, 100 pl de IgG
anti-camundongo de bode marcado com peroxidase de raiz forte ou IgG an-
ticobaja de bode a uma diluicdo de 1:1000 em em soro de bode normal 1%
em volume, 0,05% em volume de TWEEN 20 em PBS foi adicionado a cada
cavidade e incubado a 37°C durante 15 minutos. As cavidades foram
lavadas seis vezes com 0,05% em volume de TWEEN 20 em PBS para re-
mover conjugado de anticorpo marcado nao-ligado e reagido com 100 ul. da

mistura de substrato contendo 0,04% em peso de ortofenilenodiamina
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(OPD) e 0,12% em volume de peroxido de hidrogénio em tampéo de citrato
de sédio pH 5,0, durante 15 minutos. As reagdes foram interrompidas pela
adicao de 100 plL de Hp804 1,0 M e foi medida a absorbancia a 492 nm
(A492)-

Determinacdo de reatividade a células que expressam CD4 por

formacio indireta de mancha_imunofiuorescente. 0,5 x 108 células que ex-

pressam CD4 (por exemplo, células de linhagem de célula HPB-ALL ou
SUP-T1) por cavidade foram lavadas duas vezes em PBS contendo 1% de
BSA antes de sua inpubac;éo com 0 anticorpo monoclonal designado ou com
o soro anti-rsCD4 de cobaia durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Apds incubacgéo das células com o primeiro anticorpo formador de mancha,
as células foram lavadas durante umas duas vezes adicionais na mesma
solucao tamponadora de lavagem e foram incubadas com um reagente i1gG
anticamundongo de bode (FITC)-conjugado isotiocianato de Fluoresceina
secundario ou IgG anti-cobaia de bode (FITC)-conjugado a uma diluicéo
1:500 (Cappel, Malvern PA) durante uns 45 minutos adicionais a tempera-
tura ambiente. As células coradas foram lavadas de novo na mesma solucdo
tamponadora de lavagem e as células processadas para andlise com fluo-
rescéncia por citofluorégrafo efou microscopia por imunofiuorescéncia para-
determinacio de percentagem de células coradas, intensidade de formagao
de mancha e mais preferivelmente o padréo de formagéo de mancha de an-
tigeno por cada um dos anticorpos.

RESULTADOS: o

A linhagem de célula HPB-ALL é uma linhagem de céiula T hu-

mana maligna derivada de um paciente com leucemia linfoblastica aguda
que tem o seguinte fenotipo de membrana revelado por imunoflucrescéncia
indireta: CDS+(T1/Leut+), (T4/Leu3A+) que expressa CD4, CD8 +
(T8/Leu2/C8+), CD3 + (T3/Leud+), CDB+(T6/Leub+), CD2+(T11/LeuS5/D9+),
CD25+(Tac+), HLA-AB,C e betaomicroglobulina+, e HLA-DR- (Wang e
outros, 1986, acima). Camundongos BALB/c foram imunizados intraperito-
nealmente com 5-10 x 108 células HPB-ALL que crescem exponencialmente

lavadas com PBS em adjuvante completo de Freund para a imunizag¢ao ini-
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cial seguida por reforgos intraperitoneais semanalmente a bi-semanalmente
com 5-10 x 106 células que crescem exponencialmente lavadas com PBS
suspensas em PBS sem adjuvante algum durante um total de trés meses.
Foi realizada esplenectomia 3 dias apds a imunizag@o intravenosa final com
5 x 108 células HPB-ALL lavadas coﬁ'l PBS e foi preparada uma suspenséo
de célula mononuciear. Os esplenécitos mononucleares foram tratados com
polietileno glicol ou fusdo a células de mieloma e hibridizac;éo somaética de
célula. As celulas de fusdo foram distribuidas nas cavidades de placas mi-
crotitulo de 96 cavidades, incubadas e foram selecionadas as cavidades
que continham anticorpos especificos para rsCD4, como detectado pelo
ELISA rsCD4 descrito acima. Os hibridomas rsCD4-reativos foram colhidos
e clonado em uma célula simples por um processo de diluicdo limitativo na
presenca de células alimentadoras em placas de cultura de tecido do fundo
plano de 96 cavidades. Estes hibridomas subclonados foram subsequente-
mente re-selecionados primeiro por sua reatividade com rsCD4 por rsCD4
ELISA e entéo, clones rsCD4 reativos foram ainda selecionados para as
atividades de formacéo de mancha de seus anticorpos com células HPB-
ALL. Apenas dois clones, designados como B4 e M2, tendo moderada rea-
tividade rsCD4 e corando brilhantemente as células HPB-ALL foram se-
lecionadas para reclonagem subseqllente e mantidas como ascites por in-
jecdo i.p. de 1 x 107 células em camundongos nu/nu escorvados com pris-
tano. As propriedades de ligacdo e de neutralizacgo dos anticorpos secre-
tados por estes dois clones foram caracterizadas, juntamenie com outros
anticorpos monoclonais CD4-reativos, como mostrado nos Exemplos 4-13.
EXEMPLO 4
Anticorpos Monoclonais CD4 Especificos De boa fé Desenvolvidos por imu-
nizacdo de Camundongos BALB/c com rsCD4
Resultados: 4

Camundongos BALB/c foram imunizados intraperitoneaimente
com 10 pg de rsCD4 em Adjuvante Completo de Freund (CFA) no dia 0 e
reforcados com 10 pg de rsCD4 em Adjuvante incompleto de Freund (ICFA)
nos dias 21, 42 e 137 com um reforgo final de 10 pg de rsCD4 em PBS in-
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jetado intravenosamente no dia 145. Foram realizadas esplenectomia e
fusao 3 dias apods o ultimo reforgo. As cavidades que continham anticorpos
reativos com rsCD4 foram selecionadas por rsCD4-ELISA. Quatro hibrido-
mas, designados EB, E31, H5 e J33, foram colhidos e clonado sem célula
Gnica. Estes hibridomas foram subséqtlentemente recionados e mantidos
para desenvolvimento de ascites. Como um controle, uma cobaia foi imuni-
zada com 100 ug de rsCD4 em Adjuvante Completo de Freund no dia 0 e
reforgado com 100 ug de rsCD4 em Adjuvante Incompleto de Freund nos
dias 14 e 28. O soro proveniente deste animal foi obtido durante os dias 28
e 42 para servir como um controle positivo para anti-rsCD4.

Estes quatro hibridomas e sua ligagdo com anticorpo e as pro-
priedades de neutralizacéo foram caracterizadas e comparadas aquelas de
MADbs B4 e M2, como mostrade nos Exemplos 6-10.

EXEMPLO 5 S -

Anticorpos Monoclonais Especificos CD4“Dé—b0a f& deéénvolvi—
dos por Imunizac&o de camundongos BALBA/c com Células HPB-ALL Se-
guida por Reforgos com um Complexo gp120-rsCD4
Resultados: - B

Camundongos BALB/c foram imuniyzadvos intraperitonealmente
com 5-10 x 106 células HPB-ALL em CFA no dia 0, reforgados com 5-10 x
106 células HPB-ALL em ICFA no dia 28, seguido por trés reforgos se-
manais com complexo HIV-1 gp120 rsCD4 (10 pg cada um) em ICFA
comegando no dia 56. Foram realizadas esplenectomia e fusdo 3 dias apds
o reforgo final. As cavidades que continham anticorpos reativos com rsCD4
foram identificadas. Trés hibridomas, designados D5, E2 e 1128, foram se-
lecionados, clonados e reclonados e mantidos para desenvolvimento de as-
cites.

Estes trés hibridomas e sua ligagdo com anticorpo e as pro-
priedades de neutralizagdo foram caracterizados e comparados aqueles de
MADbs B4 e M2, como mostrado nos Exemplos 6-10.

EXEMPLO &

Caracterizagéo de Anticorpos Monoclonais e Policionais CD4 Reativos por
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sua Ligacdo Individual e Atividades de Neutralizagdo de Isolado Primario de
HiV

Procedimentos Especificos para a determinacdo de reatividades de anti-
corpo menoclonal com rsCD4, rsCD4 em associagdo com um peptideo deri-
vado da molécula superficial CCKRs; peptideos CD4 sintéticos e com célu-
las que expressam CD4.

O procedimento para a determinagdo de neutralizac@o do virus
por anticorpo é descrito no Exemplo 1, e os procedimentos para a determi-
nacéo de ligagc&o de anticorpo a rsCD4 e a superficie da célula de ceélulas
que expressam CD4 s&o descritos no Exemplo 3. Somente procedimentos
especificos para a determinacdo de reatividades de anticorpo com pep-
tideos CD4 sintéticos e ensaios de inibicdo de ELISA para confirmar os re-
sultados do mapeamento de epitopo s&o fornecidos neste exemplo.

Peptideos CD4 sintéticos. Os peptideos relacionados na Tabela

1 foram sintetizados pela técnica de sintese em fase sélida de Merrifield em
sintetizadores automatizados de peptideo da Applied Biosystems (Modelos
430, 431 e 433A) usando quimica Fmoc. Apos montagem completa do pep-
tideo desejado, a resina foi fratada de acordo com procedimento padroni-
zado usando &cido trifluoroacético para clivar o peptideo da resina e des-
bloquear os grupos protetores sobre as cadeias laterais de aminoacido.
Para peptideo ciclico, o peptideo clivado foi dissolvido em 15% DMSQO em
agua durante 48 horas para facilitar a formac&o de ligac@o de intradissulfeto
entre cisteinas. Os peptideos marcados na Tabela 1 por * foram assim cicli-
zados. Outros peptideos sdo lineares. Os peptideos marcados com.® tam-
bém contém um espagador gly-gly e um epitopo auxiliar de célula T pro-
veniente do virus da hepatite B (HBV). Os peptideos clivados, extraidos e
lavados foram purificados por HPLC e caracterizados por espectrometria de
massa e HPLC em fase reversa.

ELISAs a base de peptideo CD4 sintético. Os ELISAs & base de

peptideo CD4 sintético foram realizados essenciaimente da mesma forma

que o rsCD4 ELISA descrito aqui antes exceto para a etapa de revestimento

de antigeno, em que as cavidades de microtitulo foram revestidas durante
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uma hora a 37°C com o peptideo CD4 designado a 5 pyg/mL, em vez de
rsCD4 a 0,25 ug/ml. a 4 ©C.
Ensaios de Inibicdo ELISA. A inibi¢do induzida por peptideo de

ligacdo de anticorpo no rsCD4 ELISA foi medida por pré-incubacgéo de
amostras diluidas, a um ponto final‘diluig:éo de ligacdo de rsCD4, com o
peptideo competidor & conéentragéo indicada na faixa de desde 1,67 mg/mL
até 16,7 pg/mL durante uma hora a 37 ©C. A amostra pré-incubada e a
mistura de peptideo foram usadas diretamente no procedimento rsCD4
ELISA padronizado descrito aqui antes. Foi calculada inibicdo percentual
em relacdo ao anticorpo monoclonal apropriado identicamente dilufdo que
foi pré-incubado na auséncia de peptideo. A inibicdo induzida por rsCD4 de
ligacéo de anticorpo no rsCD4 ELISA foi similarmente medida por pré-
incubacdo de amaostras diluidas, em um ponto final diluicdo de ligagéo de
rsCD4, com o peptideo competidor a concentragao indicada.

Ensaio de inibicdo de imunofluorescéncia indireta

Para ensaios de inibicdo competitivos que empregam a técnica
de formac&o de mancha por imunofluorescéncia indireta, foram incubadas
células com varios reagentes que interferem a uma etapa especificada e
lavados duas vezes na mesma solucdo tamponadora de lavagem entre
guaisquer duas incubacdes.

Resultados:

Nove anticorpos monoclonais CD4-reativos selecionados dos
experimentos de fusdo acima descritos nos Exemplos 3, 4 e 5 foram ainda
caracterizados por (1) seu padréo de reatividade com células que expres-
sam CD4 por ensaio de imunofiuorescéncia indireta, {2) seus determinantes
antigénicos sobre CD4, determinados por ligagcéo direta e ELISAs de
inibicdo indireta usando como antigencs em fase sdlida os peptideo CD4
sintéticos cuidadosamente projetados apresentados na Tabela 1 e (3) sua
capacidade de neutralizar isolados primarios de HIV pelo Ensaio de Neu-
tralizac@o em Microplaca MT-2.

Caracterizacéo de anticorpo. Com excegéo do anticorpo mono-

clonal B4 que € uma imunoglobulina murina do tipo gama2a, kapa, todos os
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outros anticorpos monoclonais s&o do tipo gamal, kapa (Tabela 7) como
determinado pelo Murine Hybridoma Subisotyping Kit (Calbiochem, San Di-
ego, CA, N° do Cat. 386445). Dos nove anticorpos monoclonais CD4 rea-
tivos selecionados, todos mostraram imunoreatividade com a proteina
rsCD4 como demonstrado pelo rsCD4 ELISA (Tabela 4) com MAbs J33, HS5,
E6, E2 e 126 que tem reatividades de ligagio relativamente fortes, com D5
tendo reatividade de ligagéo relativamente fraca e com MAbs B4, M2 e E31
tendo reatividades de ligacdo moderadas. Foi descoberto que o soro anti-
rsCD4 de cobaia obtido do sangramento no 28° dia de um animal previa-
mente imunizado duas vezes com 100 ug de rsCD4 em adjuvantes comple-
tos e incompletos tem reatividade extremamente alta com rsCD4 por rsCD4
ELISA com um titulo de ponto final de >109. Foi demonstrado que este soro
tem reatividades com dominios multiplos de rsCD4 e é assim usado como
um controle positivo anti-CD4 de boa fé em subseqlientes experimentos de

caracterizacdo de anticorpo. Ver, Tabelas 4, 7, 8.



Tabela 4
Mapeamento de Determinantes Antigénicos para Varios MAbs CD4 Reativos Usando Peptideos Sintéticos Projetados

provenientes de Dominios Extracelulares 1-4 aa Motécula de CD4

A492nm de peptidgﬁ individual ELISA
in D1 (1-111}) D2 (112-181) | D3 (182-286) | D4 (297-375)
1816d 1858 1403a 1461a 1852 158%a 1460¢ 1612 1317 1680 16932 i868a 17012 acD4
(1-20) | HBVTRh- | (4155) | (35594 { (68-92) | (79-96% | (60-109) | (133-151%)] (118-165%) | (213-226%) | (235-251%) | (297-351%) | (361-275%) !
! (1-20) (1-20)
{iBa 0,125 |o0,166 (0,115 |a,117 [o,285 |0.180 lo,165 [0,101 |o0,295 lg.155 |0.226 |0,257 0,217 |1,424 |
M2 0.201 [o,189 lo,084 }o,081 0,192 |0,129 lo,159 lo,090 {0,179 10,113 Jo,168 (0,168 {0,185 0,871
' £6 0,065 |0,094 |2,046 12,195 |0,082 {0,082 (0,069 |0,053 |0,085 |0,054 }0,074 0,064 |0,067 }2,007
flE31 0,062 |o,088 (0,062 |0,071 lo,080 |o,064 |0.,069 J0,077 {1,936 j0,060 |0,085 |0,063 [0,065 0,936
{us 0,065 |0,087 |0,058 |o,065 [0,115 |31,972 |2,003 {0,244 |0,211 {0,057 jo,088 |0,064 |0,073 |1,984
J33 0,132 {0,138 10,067 0,083 [1,046 |0,063 0,100 {2,348 {2,022 }0,063 0,087 |0,116 [0,081 }2.059
D5 1,095 0,175 |0,061 (0,059 0,084 }0,058 |0,057 |0,069 {0,063 |0.067 {1,972 {0,061 |0,064 (0,335
E2 0,088 {0,182 |o0,058 {0,058 }o,060 [0.054 (0,054 |o0,063 |o,069 |2,169 |o0,063 j0,056 {0,055 [2,083
126 0,197 }o0.292 jo0,060 |o,057 lo,063 {0,086 |0,057 Jo,060 |0,056 [0,054 .31¢8 lo,058 |o,062 12,182
Gpa 2.140# 11,936 {0,180 }2,027 1,995 |0,241 [0,498 (2,027 }i,965 }0.164 J0,336 |1,921 lo0.126 1,935 J
sCP4
AA92nmf
T4 tulo >5 55 <2 |4,472 4,779 |2,046 |2,419 >5 >5 <2 2,168 >5 <2 »5
(Log10) N
Amostras com Aggp maior do que 0,150 sdo consideradas reativas e as reatividades estdo sublinhadas (e
sombreadas) com a finalidade de recaonhecimento do padréo,
# Leitura A492nm para soro anti-rsCD4 de cobaia (4 wpi) a diluicéo de 1:100.
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IdentificacGo de determinantes antigénicos para cada um dos

anticorpos_monoclonais. Esforgcos foram feitos para identificar os determi-

nantes antigénicos na molécula de CD4 reconhecida por cada um dos anti-
corpos monoclonais por estudos diretos de ligagdo com a colegdo de pep-
tideos CD4 sintéticos apresentada na Tabela 1. Estes peptideos foram pro-
jetados de acordo com a estrutura tri-dimensional (3-D) disponivel para os

primeiros dois dominios de CD4 humano (Wang e outros, Nature, 1990,

348: 411) e a estrutura para o terceiro e o quarto dominios da molécula
como projetada a partir de uma anélise de homologia da estrutura 3-D de
rato disponivel (Brady e outros, Science, 1993 (260: 279) de modo a maxi-
mizar a reatividade cruzada serologica entre o CD4 sintético e nativo. A li-
gacao aos fragmentos € comparada a ligac&o a rsCD4. A ligac&o para cada
um dos anticorpos foi determinada por imunoensaios de enzima em di-
[uicdes em série comegando a uma concentragio de anticorpo de 50 pg/mL
para detecgdo de anticorpo murino ligado, usando os peptideos indicados
ou rsCD4 como antigenos em fase sélida. Os resultados de ligagdo sdo ex-
pressos como Absarbancias no peptideo e nos ELISAs a base de rsCD4.
Para simplicidade de reconhecimento de padré&o, foram apresentados para
cada um dos anticorpos apenas os resultados obtidos a concentragdo mais
alta de anticorpo na série de diluicdo que da origem aocs sinais de rea-
tividade maxima de 50 ug/mL. As amostras de A4go maior do que 0,150 séo
consideradas reativas. A ligac&o positiva é representada na Tabela 4 pela
palavra sublinhada. Este esforco intensivo de mapeamento resultou na
identificagéo de sitios de ligacgo de peptideo e localizagbes de seus
epitopos em referéncia a sequéncia primaria de CD4 (Tabela 4) para todos
0s anficorpos monoclonais.

Os padrées de reatividade de peptideo apresentados na Tabela
4 separaram ©s nove anticorpos em trés grdfnos {Figura 2). Os anticorpos do
primeiro grupo reconheceram epitopos lineares e incluiram dois anticorpos
monoclonais designados como E6 e E31. Estes foram verificados para re-
conhecer epitopos lineares apresentados por um peptideo sintético (Tabela

4). Mais especificamente, verificou-se que anticorpo monocional E6 recon-
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hece um epitopo que foi localizado exclusivamente em uma regifo especifi-
cada por t&o poucos quanto 15 aminoacidos (AAg4-AA55) provenientes do
primeiro dominio que se sobrepde a regido de ligacdo CDR2 HIV gp120 e
E31 reagiu com peptideo ciclico maior AA1418-AA185.

Foi descoberto que os anticorpos do segundo grupo, que con-
sistem de cinco anticorpos monoclonais HS, J33, E2, D5 e 126 reagem com
peptideos lineares derivados de duas regides de CD4, com reatividade
preferencial-ocasional com um (Tabela 4), qualificando assim estes anticor-
pos como epitopos conformacionais descontinuos de reconhecimento. Mais
especificamente, verificou-se que H5 reage primariamente com a regido
CDR3 (AA7g-AAgg) proveniente do primeiro dominio da molécula de CD4
enquantc tem uma reatividade modesta com o segundo dominio de CD4
caracterizado por dois peptideos ciclicos AA133-AA151 € AA118-AA185;
verificou-se que J33 reage primariamente com o centro do segundo dominio
de CD4 caracterizado por um peptideo ciclico AA433-AA151 enguanto tem
uma reatividade moderada com o primeiro dominio, caracterizado por um
dimero artificial de peptideos (AA4-AAop) e (AAgg-AAgr) (P1852, Tabela 4)
proveniente das regides CDR1 e CDR3 respectivamente com ambas con-
tribuindo para a formacgéo de uma ligacdo de intradominio dissuifeto; D5 re-
conheceu dois alinhamentos de aminoacidos provenientes tanto do primeiro
como do terceiro dominios caracterizados por peptideos ciclicos AA1-AAQ
e AA235-AAngq respectivamente; E2 reconheceu principalmente um alin-
hamento de aminoacidos proveniente do terceiro dominio caracterizado por
um peptideo ciclico AAo35-AA254 enguanto tem uma reatividade modesta
com a porgéo N-terminal (AA1-AAoqg) da molécula CD4 caracterizada por
um peptideo hibrido 1858; e 126 reconheceu uma area que se sobrepde lar-
gamente aquela de D5 para reatividade preferencial com o terceiro dominio
caracterizado por um peptideo ciclico AAo35-AA51.

Os anticorpos dos primeiros dois grupos obtidos a partir de ca-
mundongos imunizados com um rsCD4 purificado ou um complexo de
rsCD4-gp120 bem definido, que demonstrou fortes reatividades com o

rsCD4 nativo e reatividades definitivas com varios dominios da molécula de
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CD4, s3do considerados anticorpos anti-CD4 de boa fé.

E finalmente, verificou-se que os anticorpos monoclonais B4 e
M2, do terceiro grupo, reagem moderadamente com o rsCD4 nativo até
mesmo a uma concentracdo de saturacéo (50 ug/mL) como mostrado pelo
rsCD4 ELISA (Tabela 4), enquanto tem apenas fracas reatividades com
peptideos provenientes de diversas regites AA{-AAp, AA7g-AAgs, AA{18-
AA1g5, AA213-AAZ26, AA235-AADE(. AA297-AA351 & AAzg(-AA3z7s5 de
CD4. Curiosamente, a reatividade de B4 para a regido CDR2 do dominio 1,
em que foi relatado que os anticorpos anti-CD4 bem conhecidos Leu3A e
OKT4A se ligam, estava conspicuamente faltando quando comparada com
suas reatividades com outros peptideos. Os dois anticorpos deste terceiro
grupo séo qualificados como de reconhecimento de epitopos conforma-
cionais difundidos descontinuos.

Identificacdc de peptideos miméticos gue interferem com as in-
teractes B4-rsCD4 e M2-rsCD4.

De maneira a decifrar melhor os sitios potenciais de contato so-

bre a molécula de CD4 tanto para B2 como para M2, foram testados em um
ELISA os peptideos de regides proximas aqguelas apresentadas como sendo
responsaveis para as ligacdes B4-rsCD4 e M2-rsCD4 (Tabela 4) por sua
capacidade de inibir as intera¢des B4-rsCD4 e M2-rsCD4.

O sinal gerado na concentragao do ponto final (por exemplo, 10
ug/mL para b4 e 20 pg/mL para M2) em um rsCD4 ELISA foi empregado
como um conirole positivo para os estudos competitivos de ligacéo de pep-
tideo.

A Tabela 5 representa resultados de por cento de inibigdo obti-
dos no rsCD4 ELISA quando os peptideos CD4 projetados foram diluidos
em série e individualmente incubados com 0,1 mL de B4 a 10 ug/mL antes
da ligacdo de B4 a rsCD4 ligado em fase solida. Os peptideos foram empre-
gados para inibiggo competitiva a concentragdes de 1,67 mg/mL, 167 pg/mL
e 16,7 yg/mL (conc 1, conc 2 e conc 3, respectivamente). Somente os
resultados provenientes dagueles peptideos que demonstram forte inibicéo

ou methoria de interacéo B4-rsCD4 s&o apresentados para comparagao.
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A melhoria é expressa por valores negativos para inibicéo.

A Tabela 6 representa os resultados obtidos da percentagem de
inibicdo no rsCD4 ELISA guando os peptideos CD4 projetados foram di-
iuidos em série como na Tabela 5 e foram individualmente incubados com
0,1 mL de M2 a 20 uyg/mlL antes da ligagédo de M2 a rsCD4 ligado em fase
solida. Somente os resultados provenientes daqueles peptideos que dem-
onstram forte inibicdo ou melhoria de interagcio M2-rsCD4 sdo apresentados
para comparagao. :

Como mostrado na Tabela 5, verificou-se que a ligacao de B4 a
rsCD4 é fortemente inibida por peptideos CD4 provenientes das regides
AA1-AAQp, AAg-Ahop, AAg-AAg), AA7g-AAgs, AA154-AA1g5 © AAgg7-
AAzs1, indicando o envolvimento destas regibes na formag&o do epitopo
conformacional associado a CD4. Contrariamente aos relatdrios de Y.
Chiba, acima para Leu3A monoclonal e Jameson e outros, acima para
OKT4A, foi observada melhoria significativa para a ligagdo de B4-rsCD4
com peptideos provenientes das regibes de AAzg-AA47, sugerindo desse
modo proximidade espacial porém ndo-envolvimento direto da AAzp-AA47 &
ligacdo de B4. Os sitios de inibicdo s&o freqlientemente localizados ao
redor das ligaches intra-dissuleto (Tabela 5). Foi observado um padréo
similar de inibicdo e de melhoria pelos varios peptideos CD4 com apenas

diferengas minimas para M2 (Tabela 6).
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Tabela &5

Inibicdo Competitiva ou Melhoria de Interac&o de "B4-rsCD4" por Peptidecs

Cédigo do | Descricéo do peptideo | % de inibicdo de interagéo "B4-rsCD4"
peptideo (CD4 Projetados) de concentragdes de peptiqeo
| - Cogé 17 B Conclz Conc 3

1816d CD4 ( 1-&0) ) 64 53 29
1767b HBWh-CD4 (6-20) | 76 68 35
1405b HBWh-&bﬁ: "(“;1‘9'2) | 89 52 20
1813b HBVTh-CD4 (79—848)‘ ) 93 69 32
1768a CD4 (154-165) M _ 82 37 6
1768b HB\-frh-CDA; (154-16-5) Té 44 11
1868a | CD4 (29‘74351 *) - 38 30 19
1624a | CD4 (36-47) o -21 5 ;507 -108

* Peptideo ciclico




10

15

58

Tabela &
inibicdo Competitiva ou Melhoria de interag@o de "M2-rsCD4" por Peptideos
CD4 Projetados
Cédigo do | Descricdo do peptideo | % de inibicdo de interacdo "M2-rsCD4"
peptideo (CD4 Projetados) de concentractes de peptideo
B Conc 1 Conc2 Conc 3
1816d -CD4 (1-20) | o 74 60 17
1767b HBVTh-CD4 (6-20) i 82 72 43 |
1405b HBVTh-CD4 (81-92) 88 53 16
1813b HBV‘I’h-CD4 -(79-88)- | 92 70 37 |
1768a CD4 (154-165) 86 36 N 18
1768b HBVTh-CD4 (1 54;1 65>) 85 45 25
1868a CD4 (297-351%) o 56 43 17
1624a CD4 (36-47) ' ~26;t | ~251 -141

* Peptideo ciclico

EXEMPLO 7

Propriedades de Ligag¢do dos Anticorpos Monoclonais para a
Superficie da Célula de Células que expressam CD4
Os nove anticorpos monoclonais CD4-reativos juntamente com o

soro anti-rsCD4 de cobaia foram usados em varios ensaios de imunofluo-

rescéncia indireta para deteccio de superficie de expresséo de seus

epitopos sobre as células HPB-ALL e para determinagdo da relagéo
espacial entre a ligacdo de HIV-1 gp120 e os epitopos Cd4 reconhecidos
pelos varios anticorpos CD4-reativos.
Resultados:

A Tabela 7 resume resultados obtidos para os anticorpos mono-
clonais murinos desenvolvidos a partir de trés experimentos de fusdo que se
referem a (1) seus isotipos; (2) suas reatividades com rsCD4 por rsCD4

ELISA; (3) suas reatividades com CD4 superficial por um ensaio de imuno-
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fluorescéncia indireta que registra por cento de reatividade de célula, grau
de formagdo de mancha (0-3+) e padrdes de ligagéo; (4) a capacidade de
HIV gp120 ligado anterior de interferir com a ligac&o dos anticorpos ao
complexo antigeno da célula hospedeira gue compreende CD4; (5) a ca-
pacidade dos anticorpos ligados anteriores de inibir a ligagéo de HIV gp120
ao complexo antigeno da célula hospedeira de superficie que compreende
CD4 e (6) capacidade dos anticorpos neutralizarem os isolados primarios de
HIV-1, por exemplo, 23135.

As representag¢des das relagbes espaciais entre os sitios de [i-
gagao HIV gp120 sobre CD4 ligado & membrana da célula e os epitopos de
CD4 reconhecidos pelos vérios anticorpos monoclonais CD4 reativos sdo
especificamente controladas pelos items (3), {(4) e (5) da Tabela 7. Os pa-
drbes de ligagdo a CD4 sdo apresentados por formagdo de mancha por
imunofluorescéncia indireta de células HPB-ALL usando isotfiocianato de
Fluoresceina IgG anti-camundongo marcado com (FITC), IgG anti-cobaia
marcado com (FITC) ou gp120 marcado com (FITC). Os padrdes sao apre-
sentados para ligagdo de anti-CD4 monoclonais murinos na auséncia de
gp120 (3), para a ligacdo de gp120 marcado com (FITC) na presenca de
anticorpos monoclonais pré-ligados (5) e ligagdo de anticorpos monocionais
na presenca de gp120 pré-ligado (4). A singularidade da atividade de neu-
tralizag@o dos anticorpos monoclonais B4 e M2 comparada as atividades de
neutralizacdo de sete outros anticorpos monoclonais anti-CD4 que tém
sitios de ligagdo sobre CD4 distintos daquele de B4 ou M2, mas em alguns
casos proximas aquele de B4, é tratada nos itens (5) e (6).



Tabela 7
Reatividadesde MAbs caom rsCD4 e Complexo Receptor de CD4 em Superficie e Inibigédo de Ligagéo de HIV gp120 a

09

Células de CD4 por MAbs
P a =3 6)
(4) Reatividade {5) ligacao gp { .
1) (2) £3) de ligagdo de MAb| 120-FITC a_ 50% ponto final
Clone | Isotipo Imunogénio tivie Padrao de |5 upp-AlL, apos HPB-ALL apbs |para neutralizaj
ig ggge”; ligacao de ligacdo anterior [ligagdo anterior|¢20 @e.lSOladO
Murino superflcie |g."0h 120 as com inibigio delprimario de
rsCD4 HPBR-ALL - 3 o HIV-1
celulas MAB Sim ou Nao
B4 ¥2a, HPB-ALL (PBS) 1,424 >90%; 3+(A}) >90%; 2+4(A); ; Sim 0.21 pg/mL
‘ Sim, parcial
M2 Y1, HPB-ALL ({PBS) 0,871 >90%; 3+({h) >90%; 2+(A); 0; Sim 0.38 ug/mL
| Sim, parcial
E6 Y1, rsCbd (CFA, ICFA) 2,007 >90%; 2+(B) 0; Sim _ 0; Sim 59 ug/mL
HS Y1, rscb4d {CFA, ICFA) 1,984 >90%; 1+(B) | >90%; 1+(B);Nao | >90%; 1+(C); No 45,5 pg/mL
B3l Y1, rsCD4 (CFA, ICFA) 0,936 >90%; 1+(B) | >90%; 1+(B);N3o | »90%; 1+{C); No >100 ug/mlL
J33 YL, rsCcp4 (CFA, ICFA) 2,059 >90%; 1+(B) | >90%; 1+(B); N&o | >90%; 1+(C); No >100 pg/mL
D5 Y1, HPB~ALL (CFA, ICFA) + 1,930 >90%; 1+{B) 0 >90%; 1+(C); No >10 pg/mL
| gpl20 rscp4 complexo
E2 Y1, HPB-ALL (CFA, ICFA) + 2,020 10%; 14+(B) 0 >90%; 1+(C); No »10 pg/mL
gpl20 rscpd complexo
| 126 Y1, HPB-ALL (CFA,ICFA) + 0,793 ] 0 >90%; 1+(C): No >10 pg/mL
gpl20 rscp4 complexo
| RS N/A N/A N/A N/A N/A >90%; 1+(C); No NA
upa N/A rscD4 (CFA, ICFR) 10910 >90%; 1+{B) ! >90%; 1+(B);Nao ND <1:10 diluigao
| racDd Titulo= 5
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Foi verificado que © anticorpo monocional E6, que reconhece
um determinante linear apresentado por um alinhamento de 15 aminoacidos
derivados do primeiro dominio AA41-AA55) que se sobrepde a regido CDR2
do sitio de ligacdo CD4 gp120 (Wang e outros, Nature, 1990, 348: 411 e
Ryu e outros, Nature, 1990, 348: 419) reage fortemente tanto com a pro-
teina rsCD4 como com as células H?’B-ALL indicando uma natureza da su-
perficie mais exposta para este sitio de ligacdo de HIV.

Entretanto, apesar das reagbes relativamente fortes exibidas
pelos anticorpos monoclonais anti-CD4 de boa fé J33, H5 ¢ E2 & molécula
de rsCD4, como demonstrado pelos resultados rsCD4 ELISA, foi observada
apenas uma moderada formagdo de mancha das celulas HPB-ALL. A
avaliagdo de 1+ para estes MAbs indica um status muito menos exposto
para seus epitopos sobre ¢ complexo antigeno CD4 de superficie da célula.
Além disso, o soro antitsCD4 de cobaia caracterizado anteriormente
(Exemplo 6) para alto reconhecimento de epitopos imunodominantes pro-
venientes dos dominios 1, 2 e 4 assim como rsCD4, apresentou formagéo
de mancha apenas moderada das células HPB-ALL pelo ensaio de imuno-
fluorescéncia indireta, de novo indicadno uma exposicao inferior global para
a molecula de CD4 sobre a superficie de células CD4 positivas. Em con-
traste, ambos os anticorpos monoclonais B4 e M2 coraram intensamente as
células apesar de sua reatividade relativamente moderada com rsCD4, indi-
cando que o contato com o (s) sitio (s) sobre os co-receptor (es) sem ser
CD4 estéo envolvidos, co-receptor (es) que juntamente com CD4 formam
complexo antigeno de célula hospedeira que compreende CD4. Isto é tam-
bém demonstrado pela inibigéo da interagéo de B4-rsCD4 por diversos pep-
tideos CD4-derivados {Tabela 5), indicativa de um maior complexo de an-
tigeno que compreende a proteina CD4 sobre a superficie da célula (Figura
3) e sobre diferenca estrutural entre rsCD4 e o complexo antigeno de su-
perficie da célula que compreende CD4.

inibicdo da ligacio de ap120 a células de CD4 pelos anticorpos

monocionais. As caracteristicas de ligacio para estes anticorpos monoclo-

nais foram também avaliadas por sua capacidade de inibir a ligacdo de HIV
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as células que expressam CD4 (Tabela 7(5)) sob a condicdo de incubagéo
anterior das células com um anticorpo monoclonal individual (100 YL a uma
concentracéo de saturacido de 50 pg/mL) ou PBS como um controle nega-
tivo, seguido por incubacio subseqgiente das células com 100 yL de HIV-
gp120 a uma diluicdo 1:200. As células foram lavadas duas vezes entre in-
cubagdes com anticorpos primarios e secundarios marcadoé;

Para células primeiro incubadas com PBS seguido por incuba-
céo subseqiiente com o FITC-gp120, foi obtido um padréo de formacéo de
mancha caracteristica de pequenos aglomerados com um escore de britho
de 1+ (Tabela 7 e a Figura 3). Um tal padrio caracteristico de formacéo de
mancha FITC-gp120-HPB-ALL foi também obtido para células primeiro in-
cubadas com anticorpo monoclonal H5, E31, J33, D5, EZ ou 126 seguido por
formagéo de mancha FITC-gp120, demonstrando desse modo uma falta de
inibicao de ligacdo de FITC-gp120 por estes anticorpos e sugerindo uma
falta de associagdo entre o sitio de ligacdo gp120 e os sitios de ligagdo
gp120 destes anticorpos anti-CD4. No entanto, a formacgio de mancha ante-
rior com anticorpo monoclonal B4, M2 ou E6 aboliu completamente o padrao
caracteristico de formagdo de mancha de FITC-gp120, indicando a forte
natureza inibidora destes anticorpos sobre a ligacdo de CD4-gep120 e
sugerindo associacbes entre o sitio de ligac@o gp120 e os sitios de ligacio
B4, M2 e EB. Como diferentemente de EB, o anticorpo B4 ou M2 ndo recon-
hece o sitio de ligacdo de HIV (isto é, a regido CDR2) sobre o CD4, esta
atividade inibidora de B4 ou M2 foi interpretada como impedimento estérico.

Inibicdo_da ligacdo de anticorpo_monoclonal a células que ex-

pressam CD4 por gp120. O efeito da ligag@o anterior de gp120 as células
gue expressam CD4 sobre a ligagado subseqliente das células por estes an-
ticorpos monocionais CD4 reativos também foi avaliado.

10 x 108 células HPB-ALL foram primeiro incubadas com uma
quantidade excessiva de gp120, 10 ug, da cepa 1B de HIV (American Bio-
technologies, inc., Cambridge, MA), A 37°C durante 45 minutos. As células
HPB-ALL tratadas com gp120 foram lavadas duas vezes no tampao de lav-

agem e entdo incubadas com o anticorpo monoclonal especificado de
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acordo com o procedimento de formag@o de mancha por imunoflucrescéncia
indireta descrito aqui antes. »

Foi verificado que apenas a ligagao de E6 a células que expres-
sam CD4 é completamente abolida por ligag@o anterior de gp120 (Tabela 7,
(4)). O epitopo reconhecido por E6 (Tabela 4) foi mapeado proximo
daqueles reconhecidos por OKT4A e Leu3A. A ligagdo de anticorpos mono-
clonais B4 e M2 as célutas que expressam CD4 nio foi afetada significati-
vamente pela ligacao anterior de gp120 as células que expressam CD4, in-
dicando que estes dois anticorpos podem se ligar as células que expressam
CD4 apds a ligagdo com HIV. Esta observagdo fornece um mecanismo

possivel para a capacidade de neutralizag@o in vitro de anticorpo B4 a um

nivel de ligacdo pds-viral no Exemplo 16 (ver Tabelas 16 e 17) e a eficacia
in_vivo de B4 em prevengao pds-exposicdo de infeccdo por HIV como dem-
onstrado no modelo de camundongo hu-PBL-SCID (Ver Exemplo 18, Tabela
20).

EXEMPLO 8

Neutralizacdo de Isolado Primario de HIV pelos Anticorpos
Monoclonais
Resultados:

Quando os nove anticorpos monocionais CD4 reativos e o soro
anti-rsCD4 de cobaia foram testados para sua capacidade de neutralizar
isolado primario de HIV-1 23135 por um ensaio de microplaca MT-2 como
descrito aqui (Exemplo 1), apenas B4 e M2 demonstraram atividade inibi-
dora potente dando origem a uma inibigdo de 50% a concentracdes de 0,21
e 0,28 pgimL, respectivamente (Tabela 7, (6)). O anticorpo EB, que iden-
tifica um sitio préximo ao sitio de ligac8o HIV gp120, préximo acs sitios re-
conhecidos por OKT4A e Leu3A e H5 que reconhece principaimente um
sitio localizado na regidoc CDR3 do primeiro dominio de CD4, porém forne-
ceu apenas neutralizacdo marginal com concentragdes 50% no ponto final
de 58 e 455 ug/mL, respectivamente. Diferentemente de anticorpos mono-
clonais B4 e M2, os outros anticorpos monoclonais anti-CD4 de boa fé ndo

apresentarn uma atividade de neutralizagfo do isolado priméaric como
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medida por inibicdo de formacéo de microplaca (isto &, inibicdo de fusdo de
célula e infecgdo pelo isolado primaric de HIV-1). Apesar da forte rea-
tividade do soro anti-rsCD4 de cobaia com o rsCD4, este soro ndo inibiu a
fus@o de célula induzida por HIV e infeccdo até mesmo a uma alta anticon-

centracéo de diluicdo de soro <1:10.

EXEMPLO S

Imunizacdo Otima e Estratégia de Selegéo para Selecéo de Hi-
bridoma

Baseado no informagao obtida na Tabela 7, € concluido aqui e
na Tabela 12 que a hiperimunizacdo de camundongos com células que ex-
pressam CD4 sem adjuvante recém-lavadas conduz a geragéo bem-
sucedida de hibridomas que secretam anticorpos altamente reativos com um
complexo antigenc de celula hospedeira que compreende CD4. Para mel-
horar a frequéncia de geracdo de clones de hibridoma reativos para células
que expressam CD4, as células HPB-ALL ou SUPT1 podem ser primeiro in-
cubadas com uma mistura de anticorpos monoclonais dirigidos contra an-
tigeno da superficie da célula T, inclusive anticorpos dirigidos a HLA A-B, C,
CD3, receptor de célula T, antigenos CD8, CD8, CD2 e CD5, para mascarar
os antigenos de superficie HPB-ALL sem ser o complexc antigeno que
compreende CD4 a partir da exposicdo ao imunossistema do hospedeiro,
direcionando desse modo preferencialmente a imunorresposta do
hospedeiro para o complexo antigeno de célula hospedeira que com-
preende CD4 da superficie da célula que contém tanto o receptor como o
co-receptor (es) para HIV. Uma estratégia de selegio direta em trés etapas
que inclui primeiro a selecdo de hibridomas que tém reatividade positiva
com rsCD4 efou uma reatividade preferencial com rsCD4 pré-incubado com
p2047, um peptideo derivado do terceiro dominio externo do receptor de
quimiocina CC-CKR5, sobre aquele com rsCD4, por ELISAs; seguido por
selecéo entre o rsCD4/p2047 e os clones rsCD4-reativos para aqueles que
tém forte reatividade com células que expressam CD4 tal como células
HPB-ALL ou SUP-T1 por ensaio de imunofluorescéncia indireta, seguido por

seleg&o entre os hibridomas CD4-reativos em superficie para aqueles que
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secretam anticorpos com atividades de neutralizagdo para um isolado
primario de HIV-1, como testado por um ensaio de reducg&o de microplaca
MT2 padronizado, & dtil.
EXEMPLO 10

Selec@o de Anticorpos Monoclonais CD4-Reativos com Pro-

priedades de Ligacao Similares Aquela de B4

Anticorpos Monocionais com propriedades de ligacéo similares
aquela de B4 podem ser facilmente identificados entre anticorpos CD-
reativos pelo emprego de imunoensaios competitivos de inibicdo que de-
tectam sinais B4 positivos gerados por meio de (1) anticorpo monoclonal B4
HRP-conjugado preparado como descrito aqui a seguir em um sistema
rsCD4 ELISA ou (b) B4 biotinilado preparado como descrito aqui a seguir
acompanhado por formagéo de mancha avidino FITC das células HPB-ALL
em um sistema de ensaio de imunofluorescéncia indireta, como os métodos
de comparagéo.
Procedimentos especificos para a biotinilaggo ou conjugacdo de enzima de
anticorpo monoclonal B4

Biotinilacio de anticorpo monocional B4 usando o éster de suc-

cinimida. O anticorpoc monoclonal B4 foi purificado por cromatografia por af-
inidade de Proteina A e ajustado até 1 mg/mL em PBS. 0,71 mg de N-
hidroxissuccinimida biotina (Biotin-X-NHS, Boehringer Mannheim Biochemi-
cals, indianapolis, IN. N° do Cat. 1008960) foi dissolvido em 0,31 mL de
DMSOQO (Boehringer Mannheim Biochemicals, N° do Cat. 1418165) seguido
por adicdo de 5 mg de B4 em 5 mL de PBS resultando em uma razdo molar
de 50 para 1 para biotina e B4. A mistura foi agitada durante duas horas a
temperatura ambiente seguido por dialise extensiva a 2-8°C contra PBS re-
sultando em uma concentracdo final de B4 a 0,71 mg/mL. O B4 bictinilado
foi usado como o tragador em um ensaio de formacdo de mancha com
imunofiuorescéncia competitiva para inibicdo de interacdo de "células que
expressam B4-CD4" por varios anticorpos monoclonais,

Conjugacio de peroxidase de raiz forte (HRP) a anticorpo

monocional B4 pelo processo de periodato. O procedimento de conjugacao
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de enzima-anticorpo foi realizado essencialmente como descrito por Wilson
e Nakane, (Knapp e outros, eds, 1978 Elsevier/North-Holland Biomedical

Press, Immunofluorescence and Related Staining Technigues, p215) a uma

razdo molar de enzima para anticorpo de 0,48 para 1. O conjugado peroxi-
dase de raiz forte (HRP)-B4 foi dialisado extensivamente em PBS apos
conjugacado com uma concentragdo resultante de anticorpo de 0,18 mg/mL.
Este conjugado foi usado a 50 pg/mL em um ELISA comparativo para
inibicao da interacio de "B4-rsCD4" por varios anticorpos monoclonais anti-
CD4.

Deteccéo e inibicBo competitiva. A Tabela 8 representa os re-

sultados obtidos de um estudo que envolve inibicdo competitiva de intera-
¢do de "complexo gue compreende CD4 B4-superficie biotinilado" com nove
anticorpos monocionais anti-CD4 (MAbs, B4, M2, E8, H5, J33, E31, D5, E2
e 126) e um soro anti-rsCD4 de cobaia. O estudo de inibicdo competitiva foi
realizado por um ensaio de imunofluorescéncia indireta, em que 0,5 x 106
células HPB-ALL que expressam CD4 foram incubadas com anticorpos indi-
viduais a uma concentragéo de saturacdo de 10 pg/mL a 100 pL por teste
ou o soro de cobaia a uma diluicdo de 1:50 também a 100 puL por teste,
lavado muito bem, seguido por uma segunda formacéo de mancha com 100
pL do B4 biotinilado (a uma diluicdo de 1:1000 de uma solugdo de estoque
de 0,71 mg B4/mlL), lavadas muito bem, seguido por uma formacédo de
mancha terciaria com 100 pl de um tragador avidino FITC (Pierce Chemical
Co., Rockford IL, N° de Cat. 21221) a uma diluicgo de 1:250 em PBS (pH
8,2).

A Tabela 9 representa os resultados obtidos em um estudo que
envolve a inibicdo competitiva de estudo de interag@o de "HRP B4-rsCD4"
com nove anticorpos monoclonais anti-CD4 (MAbs, B4, M2, EB, H5, J33,
E£31, D5, E2 e 126). O estudo de inibicdo competitiva foi realizado por um
rsCD4 ELISA em gue as cavidades em fase sélida revestidas com rsCD4
foram pré-tratadas com peptideo CD4 1624a para melhorar sinais de liga-
¢ao B4. As cavidades revestidas com rsCD4 foram incubadas com 30 ulL de

anticorpos individuais (50 pg/ml a 100 pl por cavidade) na presenca de an-
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ticorpo monoclonal B4 HRP-conjugado 50 ug/ml a 120 pi.
Resultados: L . , L
Como mostrado na Tabela 8, entre todos os anticorpos mono-
clonais e o soro anti-rsCD4 de cobaia testados, apenas B4 ou M2 inibiu efi-
cazmente .a tiotina-B4 (a uma diluicdo de 1:1000) e FITC avidina (Pierce
Chemical Co., a uma diluicdo de 1:250) formag¢ao de mancha das células
HPB-ALL em um sistema de ensaio de imunofluorescéncia indireta. Similar-
mente como mostrado na Tabela 9, de todos os anticorpos monocionais
testados, somente anticorpos monoclonais M2 e B4 exerceram mais do que
45% de inibicdo sobre a ligacgdo de HRP-B4 a molecula de rsCD4 no rsCD4
ELISA. Assim, pode ser realizada selecio eficaz de anticorpos que secre-
tam hibridoma tendo propriedades de ligagdo similares aquela de B4, inclu-
sive sua atividade de neutralizag&o contra isolados primarios de HIV, por
imunoensaios de competicdo usando B4 HRP-conjugado ou bictinilado

como o tracador, um processo de selegao que ¢ significativamente mais facil

do que selegdo por ensaios funcionais in vitro tal como o ensaio de neutrali-

zacao em microplaca MT-2 padronizado. Mais notavelmente, nenhum dos
sete anticorpos monoclonais anti-CD4 de boa fé (isto €, MADbs, E6, H5, J33,
E31, D5, E2 e 126) pode competir eficazmente com B4 para reatividade a
rsCD4 e sitios de ligagao complexo de receptor CD4 em superficie (Tabelas
8e ).
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Tabela 8
Inibicao de “Complexo Receptor de Biotin MAb B4-Superficie CD4" Intera-

¢éo por Anticorpos Monoclonais Reativos

imunofluarescéncia indireta
Mab (10 ug/ml) | % de Células | Intensidade de for- Inibigao
positivas magao de mancha

PBS + Biotfniiado >95 - 2,0 Controle positivo
b4 + Avidino FITC

PBS + Avidino F!TC | 0 ~ 0 N/A
B4 | 0 R 0 Sim
M2 O 0 Sim
E6 | >95 2,0 N&o
H5 | 595 2,5 N&o
E31 ;9; 2,0 Nao
J33 ~05 2,0 Nao
D5 >95 2,0 Nao
E2 >95 2,0 N&o
[26 >9$ 2,0 Nao
G.P. arsCD4 soro >95 2,0 Néo
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Tabela 9
inibicgo de Interagéo "HRP MAD B4-rsCD4" por Anticorpos

Monoclonais Reativos

MAD a 50 pg/mL Augz nm % de Inibicdo
PBS “1,658 | o
Blank ] 0,049 N/A

B4 0,338 80
M2 0,884 T
E6 1,262 2
H5 - 1,222 , 26
E31 1,494 10
J33 imos 33
D5 1,468 1
E2  ism g
126 [ -'1,530 H s

Competigdo ELISA foi realizada com placa revestida com rsCD4 a 0,25
pg/mL e 0,1 mL por cavidade, a 4°C durante toda a noite. A placa foi
tratada com um peptideo CD4 sintético 1624 (Tabela 1) a 50 pg/mL e
100 uL por cavidade, a 37°C durante uma hora para methorar a rea-
tividade.

Anticorpos monocionais foram testados individualmente para inibicgo
competitiva de anticorpo monocional peroxidase-conjugadoe B4 (B4-
HRP) ligacdo a rsCD4. 120 pL de B4-HRP a 50 pg/mL foram mistura-
dos com 30 pL de um anticorpo monoclonal testado a 50 ug/mL. Foram
usados 30 mL em vez de um anticorpo monoclonal testado como um
controle. 100 yL por cavidade da mistura foram transferidos para a
placa revestida com rsCD4 para testar a interatividade "B4-HRP-
rsCD4"
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3. A % de inibi¢&o foi calculada como:
[(A482nm de controle de PBS - A482nm de Amostra contendo MAb em
competicdo) + A492nm de Controle de PBS] x 100
EXEMPLO 11
Inibicao de "B4-rsCD4" mas nao "Complexo Compreendendo

B4-superficie CD4" interacdo por rsCD4: MAb € Reativo com um Complexo
Antigeno de Célula Hospedeira que compreende CD4
Resultados: , }

A Tabela 10 representa os resultados obtidos de um estudo que
envolve inibicdo competitiva de interacdo de "B4-rsCD4" em um sistema in-
direto rsCD4 ELISA que emprega rsCD4 como antigeno de fase sdlida (0,25
ug/mi, 0,1 mL/cavidade, 4 OC, revestimento durante toda a noite) e B4 puri-
ficado a 2 ygmL, 0,1 mL/cavidade dando origem a uma leitura A492 nm de
0,679 como o controle positivo. As concentragdes crescentes de rsCD4
desde as faixas de 0,008 até 25 ug/mL foram pré-incubadas com o B4 puri-
ficado durante uma hora & temperatura ambiente antes da incubagéo com o
rsCD4 em fase sdlida. Como mostrado na Tabela 10, a pré-mistura de 1
ug/mL de rsCD4 com 2 pg/mL de B4 inibiira 50% da interac@o entre B4 e
rsCD4 em fase solida.

A Tabela 11 representa os resultados obtidos em um estudo que
envolve inibicdo competitiva de interagdo de "Complexo que compreende
CD4 B4-superficie biotinilado" em um ensaio de imunofluorescéncia indireta
que emprega HPB-ALL (0,2-0,5 x 106 células por teste em 0,1 mL) como as
células alvo e B4 biotinilado a 0,71 pg/mL, 0,1 mL por teste, que forneceu
uma taxa positiva de 95% de células a uma intensidade de formacdo de
mancha de 3+. Aumentando as concentracdes de rsCD4 desde as faixas de
0,005 até 50 pg/ml foram pré-incubadas com o B4 biotinilado durante uma
hora & temperatura ambiente antes de incubacio com as células HPB-ALL
que expressam CD4. Como mostrado na Tabela 11, em contraste com o
sistema rsCD4 ELISA, n3o foi observada inibicdo para a formacéo de
mancha B4 de células HPB-ALL quando foi adicionado rsCD4 até mesmo

até 50 ug/mL de concentrag&o. Esta reatividade demonstra um novo sitio de
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reconhecimento para B4 o complexo de antigeno da superficie da célula
compreendendo CD4, em comparagéo com o sitio CD4 ndo complexado de
anticorpos anti-CD4 de boa fé. Este resultado foi confirmado pela formagéo
de mancha por imunofluorescéncia de célutas HPB-ALL pelos monoclonais
anti-CD4 de boa fé que foi completamente removida por pré-absorcdo com
rsCD4 (os dados nao s&o apresentados).

Todas as observagdes a respeito das reatividades de ligacéo
dos monoclonais reativos com rsCD4, peptideos sintéticos CD4-derivados e
as células HPB-ALL que expressam CD4, podem ser resumidas nas se-
guintes quatro descobertas principais:

(1) como mostrado na Tabela 4, Mabs B4 e M2 reagiram mode-
radamente com o rsCD4 que se parece com uma reatividade parcial com a
molécula enquanto cinco (isto é, E6, H5, J33, E2 e 126) dos sete monoclo-
nais anti-CD4 de boa fé e o soro anti-rsCD4 de cobaia reagiu mais forte-
mente com rsCD4 em um rsCD4 ELISA;

(2) como mostrado na Tabela 7, todos os monocionais anti-CD4
de boa fé e o soro anti-CD4 de cobaia reagiram fracamente com células
HPB-ALL com um padrao de ligacdo de "emplastros” caracteristico (padrao
B), distintos do padrdo de "coberturas" de Mabs B4 e M2 (padrédo A);

(3) como mostrado na Tabela 8, a pré-incubagéo de células
HPB-ALL que expressam CD4 com 0s monoclonais anti-CD4 de boa fé a
uma concentracdo de saturagdo de 20 pug/mL ou do soro anti-rsCD4de co-
baia a uma diluicdo de saturacdo de 1:50 ndo inibiu a ligacdo subseqliente
de B4 biotinilado a células HPB-ALL enquanto Mabs B4 e M2 inibiam e

(4) como mostrado nas Tabelas 10 e 11, foi alcangcada uma
inibicdo de 50% do "B4-rsCD4" com 2 pg/mL de B4 a uma concentragéo de
1 pg/mL de rsCD4 enquanto ndo era observada inibicdo de interacéo do
"complexo antigeno de célula hospedeira qL;e compreende CD4" com 0,71
de B4 biotinilado mesmo a uma concentragéo de 50 pug/mL de rsCD4.

Baseado nas quatro verificagbes acima, foi concluido que as
especificidades de ligacdo de Mabs e M2 sdo facilmente distinguidas

daguelas de anticorpos anti-CD4 de boa fé ou inclusdo de sitios que se
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estendem além daguela da proteina CD4 sozinha para incluir um complexo
antigeno da superficie de célula hospedeira que compreende CD4, com

CD4 constituindo apenas uma parte daquele complexo antigeno de célula

hospedeira.
5 Tabela 10
Inibicao de Interacéo "B4-rsCD4" por rsCD4
rsCD4 ug/ml Asgz om % de [nibicdo

25 | 6,'055 91,9
5 0,081 - 910
1.0 | 0,340 | 499
0,2 - _Mtv);633 67
0,04 | " 0,637 6,1
0,00S T | #0,711 4,7
0 B 0,679 - 0

a Mab B4 purificado = 2 ug/ml.

b rsCD4 revestido a 0,25 pg/mL durante toda a noite a 4°C

c % de inibicdo = [{A4ggonm Conirole - Asggonm Conc de
10 inibicgdo)/A4g2nm Controle] x 100
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Tabela 11 _
Inibicdo de "ComplexoP que Compreende "B4a-Superficie CD4

Interac&o por rsCD4

Formagao de mancha HPB-ALL Intbic&o
rsCD4 (ug/mL) | % de células positivas | Padréo de formagéo
de mancha
50 >95 3+ Nao
5 ' >95 3+ | Nao
0,5 >95 3+ NZo
0,05 >95 o 3+ Nzo
0,005 >95 ‘ 3+ Nzo
0 >95 3+ N/A
a B4 biotinitado a 0,71 ug/mL a 100 yL por teste foi usado
para formacdo de mancha.
b 0,2-0,5 x 106 células em 100 pL foram usados por teste.
c 100 uL de rsCD4 a 2 x a concentragzo designada foram

pré-incubados com 100 uL do B4 biotinilado durante
uma hora a temperatura ambiente antes da incubacao
com as celulas HPB-ALL..

EXEMPLO 12

Geracdo de Anticorpos Monoclonais Ig Humanos Derivados de

HC1 efou HC2 Camundongos Transgénicos Imunizados com Células pro-
venientes de uma Linhagem de Celula T Humana que expressa CD4

Este exemplo descreve a geragéo de hibridomas humanos pro-
venientes de camundongos homozigéticos para um locus de imunoglobulina
endogena inativada e que contem seqliéncias humanas de transgene que
codificam uma cadeia pesada humana e uma cadeia leve humana. Os hibri-
domas gerados a partir destes camundongos transgénicos imunizados com
uma linhagem de célula T humana que expressa CD4 de acordo com o
esquema de imunizacdo descrito no Exemplo 3 secretam anticorpos mono-
clonais que compreendem uma cadeia pesada de seqléncia humana e uma

cadeia leve de seqliéncia humana. Entre estes hibridomas estéo seleciona-
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dos clones, de acordo com o algoritmo descrito na Tabela 12, que secretam
anticorpos gue ligam-se a um complexo antigeno de célula hospedeira que
compreende a proteina CD4 com uma ampla atividade de neutralizacéo cru-
zada dirigida contra isolados primarios de HIV-1 provenientes de todos os
clados e diversos isolados primarios de HIV-2 e SIV e que tém propriedades

similares de ligagdo com anticorpo aquela de anticorpo monocional B4.



Tabela 12

Imunizacgéo Preferida e Esquemas de Sele¢éo para Geracédo Confidvel de Hibridomas que Secretam Anticorpos a Com-

plexo Antigeno de Célula Hospedeira que Compreende CD4 Eficaz na Neutralizagéo de Isolados Primarios de HIV-1

Esquema de Imuniza¢do Preferido

Esquema de Selegdo

células T que expressam CD4 (por
exempilo, linhagem de célula T HPB-
ALL ou SUP-T1), 2-10 x 108 [12 muni-
zag#o0: ifpl, CFA ou PBS:;

reforgos adicionais: i.p. efou i.v. (>4x);
PBS] |

3b)

3c)

Positivo por rsCD4 ELISA
Positivo em células HPB-ALL que expressam CD4 ou SUP-T e

Inibicéo de isolado primario de HIV-1 por MT2 Ensaio de Neutralizagéo de
Microplaca ou |
Inibicéo de interagdo de B4-sCD4" por incubagdo anterior de um anticorpo

reativo rsCD4 individual com células HPB-ALL segu‘;da por formagéo de

mancha das células com B4 biotinilado (por exemplo, Tabela 8) ou

Inibicéo de interacéo de B4-rsCD4" por incubagao simultanea de um anti-
corpo rsCD4 individual com B4 HRP-conjugado (por exemplo, Tabela 9).

SL
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Mais especificamente, um camundongo transgénico caracteri-
zado pelo fato de ter gendtipo HC1 ou HC2 como descrito em Smith e
outros, WO 83/12227, homozigético para um locus Jy funcionalmente rom-
pido e que prende um transgene capaz de rearranjo para codificar uma
cadeia pesada de seqUéncia humana e um transgene capaz de rearranjo
para codificar uma cadeia leve de seqiiéncia humana, € imunizada com cé-
lulas provenientes de uma linhagem de célula T leucémica humana que ex-
pressa CD4, HPB-ALL. Aproximadamente 5-10 x 10% células em 100 pL de
PBS s&o introduzidas no camundongo por injec&o via intraperitoneal ou,
mais preferivelmente intravenosa ou ambas, no Dia 0. A imunizac&o é re-
petida toda semana durante pelo menos quatro vezes com a ultima imuniza-
cdo realizada trés dias antes da fusdo. O baco & removido e aproximada-
mente 150 x 108 células de bago sao fundidas a aproximadamente 30 x 106
células parceiras de fuséo (linhagem de célula P3x63Ag8.653; ATCC) por
métodos padronizados (fusédo PEG) de acordo com Kohler e Milstein, Na-
ture, 1975, 256: 495-97. Multiplas fusGes em semanas subseqlientes, cada
uma apos reforcos subseqlentes bissemanalmente efou mensalmente e
sendo trés dias apos um reforgo intravenoso final, também podem ser reali-
zadas.

Os hibridomas s&o crescidos e os sobrenadantes séo testados
por ELISA para ligag&o a rsCD4 como descrito no Exemplo 3. Os anticorpos
humanos sdo detectados com anticorpos secundarios peroxidase conju-
gados dirigidos contra imunoglobulinas humanas.

Os hibridomas primérios sd@o clonados em célula dnica por limi-
taca@o de diluic&o e avaliados para secrec¢do de anticorpos monoclonais rea-
tivos com rsCD4. Para determinar se estes anticorpos monocionais também
reconhecem o complexo antigeno de célula hospedeira que compreende a
protefnfa CD4, os sobrenadantes provenientes de clones reativos com
rsCD4 sdo testados para reatividade similar aquela de B4 com céluias pro-
venientes de linhagem de célula HPB-ALL ou SUP-T por formacéo de
mancha com imunofluorescéncia indireta.

Bom crescimento e altos niveis de produc&o de anticorpo mono-
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clonal sdo também fatores importantes para esolher uma linhagem de célula
de hibridoma clonal para desenvolvimento.

Entre os clones que secretam anticorpos reativos tanto com
rsCD4 como com celulas que expressam CD4 e que crescem bem e secre-
tam altos niveis de anticorpo, os sobrenadantes provenientes destes clones
s30 ainda testados para sua atividade de neutralizac@o dirigida contra iso-
lados primarios de HIV. Mais especificamente, eles sdo testados em um en-
saio de neutralizagdo de microplaca MT2 como descrito anteriormente para
ambas as dilui¢des de ponto final 50% ou 90% que comegam a diluicdo 1:2
contra, por exemplo, isolado primério HIV-1 clado B 23135. Apenas aqueles
que demonstram forte atividade de neutralizagdo de HIV-1 sdo selecionados
para subclonagem adicional. Os hibridomas selecionados secretam imuno-
globulinas humanas com atividades de ligacdo especificas para epitopos
conformacionais difundidos descontinuos sobre um complexo antigenc de
célula hospedeira que compreende CD4 tendo potente atividade de neu-
tralizagéo contra isolados primarios de HIV e de SIV. Estes anticorpos
monoclonais s&o anticorpos candidatos para uso em profilaxia de pré- e
pés-exposicéo de infecgdo por HIV.

EXEMPLO 13
Demonstragéo da Ampla Atividade de Neutralizacdo de HIV-1 de

Clado Cruzada Contra um Complexo Antigeno de Célula Hospedeira que
Compreende CD4
Resuliados:

As atividades de neutralizagdo dos anticorpos foram com-
paradas sobre cepa de laboratério MN nos isolados primarios indicados que
representam HIV-1 clados A, B, C, D e E. Estes isolados primarios foram
cultivados sobre PBMCs, enquanto que HIV-1 foi cultivado sobre células HS
comeo descrito no Exemplo 1. Os ensaics dé neutralizacéo foram pelo mé-
todo de Microplaca MT-2 (Exemplo 1) e os resultados s&o apresentados na
Tabela 13.

A Tabela 13 compara as atividades de neutralizag@o de HIV

clado cruzada dos anticorpos monoclonais provenientes dos grupos 5, 9 e
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15 do Exemplo 4 (Tabela 3) do anticorpo monoclonal alfa gp120 CD4-BS
IgG1 b12 descrito no Exemplo 1 (Tabela 2), do anticorpo policlonal do grupo
6 anti-gp120 N-terminal V3 do Exemplo 2 (Tabela 3) e de um anticorpo
monocional anti-gp120 N-terminal V3 murino comercialmente disponivel
com especificidade pelas seqiéncias V3 N-terminais da maioria das cepas
de HIV-1 clado G, MAb 50.1. MAb 50.1 (Repligen Corporation, Cambridge
MA) foi cultivada contra um imunogénio de peptideo sintético derivado da
ponta da alca gp120 N-terminal V3 de HiIV-1 MN. O epitopo reconhecido por
este MAD foi definido como Lys-Arg-lle-X-lle-Gly-Pro (Wrin e outros, J. Virol,
1995, 69; 39-48).



Tabela 13
Neutralizagéo de Isolados Primarios® de HIV-1 Clados A, B, C, D eE (Ensaio de Neutralizagdo de Microplaca MT-2)

Grupol UGco29 23135 PBL BRO14 PBL ZIM 748 G266 THO36
upe) Tipo de | Lab cepa (Clado A) ' (Clado B) (Clado B) (Clado C) ,{ (CladoD) {Clado E)
* [ BAnticorpos [ gpg 90% 50% 90% 50% 90% 50% | 90% 50% | 90% s0% | 90% | S0% | 90%
5 MAb B4 20.4 | 66.7 ) 1.17 ]| 6.76 | 0.21 | 1.54 { 0.19 } 1.63 ] 0.54 ) 2.82 ] 2.52 { 25.6 | 0.54 | 3.32
pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/mL | pg/mL | pg/wl § pg/mb } pg/mL | pg/mi ) pg/mL | pg/mL § pg/mL | pg/mb | ug/mb
6 G.P. Ig a 0.2 2.1 - - >100 >100 »>100 >100 - - - - - -
W-terminal | pg/mL | pg/mlL pg/mb | pg/wl { pg/mb } ug/mb
Vi My
9 | Anticorpos| >100 | >100 | 1.38 | 7.14 [ 0.51 | 0.98 | 0.49 } 2.52 | 0.94 | 4.37 | 6.76 5Q 0.84 | 4,37
de gps | pg/mL| ug/mL | pg/ul | pg/ml { pa/mb | pg/el } pg/wl | pg/mb | pg/mL | pg/mbL | pg/mL | gg/mL | pg/ol | pg/m
1-5
15 | anticorpos| 0.2 1.9 { 2.26 | 9.43 ] 0,46 { 2.52 1 0.67 ) 3.14 | 0.80 | 4.61 | 3.51 { 31.1{ 0.94 { 4.13
de .q%s 5| pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/ml | gg/mb | pg/ml } pg/mL | ug/mb | pg/el | pg/mL | pg/mL { pg /ol { gg/mb
IgG1 mhb a 11.9 { 38.5 | 16.7 | 41.7 | >s50 >50 >50 >50 { 6.94 | »50 50 550
b12 gpl20 - - pg/mL | ug/mL { ug/mk | pg/ml | pg/mL | pg/mL § pg/mL | pg/mL | pg/mb | pg/ak | pg/mb | pg/mL
HAb mib a 0.004 | 0.02 >50 »>50 50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 50 >50
50.1} gpl20 (N~ | pg/mL | pg/mL | pg/mL | yg/mL | pp/ml pefml ppfmb pe/mlL npiml pg/ml pefml pgiml gghal 1 upfmb
terminal
v3)

* Mistura de anticorpo com composigéo idéntica de anticorpo como 0s grupos correspondentes descritos na Tabela 2.
--. Néo realizada

#: isolados primérios de HIV-1 de varios clados foram gentilmente fornecidos pelo WHO Gilobal Program on AIDS.

6L
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O anticorpo B4 Unico (grupo 5) neutralizou fortemente os isola-
dos primarios de HIV-1 clados A-E enquanto apresenta atividade de neu-
tralizagéo mais fraca contra MN, a cepa adaptada em laboratério. A combi-
nacédo de B4 com outros anticorpos anticelulares e com anti-N-terminal V3
servia apenas para diluir a atividade de neutralizac&o de B4 contra os isola-
dos primarios (grupos 9 e 15). O outro anticorpo que é eficaz contra os iso-
lados primarios, IgG1 b12, que se liga ao sitio de ligagdo de gp120, apre-
sentou um padra@o mais fraco de neutralizacdo cruzada de clado para isola-
dos primarios do que B4 (grupo "lgG1 b12"), apresentando atividade de
neutralizac@o relativamente fraca apenas para isolados primarios de clados
A, B e D. Ele neutralizou apenas um dos dois isolados primarios clado B.
Em contraste, os anticorpos anti-N-terminal V3, tanto MAb 50.1 e policlonal
anti-N-terminal V3 MN (grupos 6 e "MAb 50.1") foram potenciaimente neu-
tralizadores para a cepa adaptada em laboratéric enquanto havia pequena
neutralizag@o dos isolados primdrios, inclusive o isolado primario haomatipico
clado B. Potente neutralizagao tanto da cepa de laboratério como dos isola-
dos primarios foi obtida apenas por combina¢do do unico anticorpo B4 com
anticorpo anti-N-terminal V3 (grupo 15).

Em conclusdo, os anticorpos anti-gp120 N-terminal apresenta-
ram neutralizacdo preferencial para a cepa adaptada em laboratdrio en-
guanto o anticorpo B4 Unico da invengao apresentou neutralizac@o prefer-
encial para isolados primarios dos clados A-E. Além disso, em comparagéo
com o anticorpo alfa gp120 CD4-BS, que € um dos poucos anticorpos que
se demonstrou terem atividade de neutralizac@o cruzada do clado contra
certos isolados primarios de HIV-1, o anticorpo da inveng&o foi o Unico a ter
apresentado forte atividade de neutralizagdo através de todos os isolados
primarios que representam HIV-1 clados A, B, C, D e E.

EXEMPLO 14 , o
Demonstracéo da Atividade de Neutralizagéo de HIV-2 e SIV do

Anticorpo Unico
Procedimentos especificos para a determinacgao do virus pelo anticorpo.

Ensaic_de Neutralizacdo de Antigeno p27. Estoques de virus
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titulado s@o misturados com diluicdes em série de anticorpo e entéo usados
para infectar PBMCs humanas mitogénio-estimuladas e as células infec-

tadas sdo cultivadas durante cinco dias (Gardner e outros, AIDS Res Hum

Retroviruses, 1995, 11:843-854). A infectividade maxima do virus e a neu-
tralizag@o s@o avaliadas quantitativamente por determinag&o do antigeno
SV p27 acumulado pelas culturas de PBMC por p27 ELISA (Coulier Siv
p27 EIA, Coulter Immunology, Hialeah, FL). A atividade de neutralizacdo &
expressa como concentracbes de anticorpo que resultaram nas redugdes
percentuais indicadas em acumulo de p27 comparadas & concentragio de
p27 em culturas ndo tratadas (maxima).

Ensaio de Reducdo de Infectividade (IRA). IRA foi realizado

(White-Scharf e outros, Virology, 1993, 192: 197-206). As determinacgdes de
neutralizacao IRA sado conseguida por variacéo da carga viral usada para
infectar PBMCs, na presenca de uma quantidade fixa de anticorpo, neste
caso 10 pg/mL. Os resultados do IRA sdo expressos como unidades infec-
ciosas >85% inativadas por 10 pg/mL de anticorpo.

Virus. HIV-2rop € uma cepa clonada cultivadas sobre células
HS (NIH AIDS Research and Reference Reagent Program n° do catalogo
207). O HIV-22g87, um isolado primario, foi obtido a partir do plasma de um
macaco infectado experimentalmente, SIVos1, SIVoag e HIV-1/SIV recom-
binantes SHIV|||g € SHIVgg g s&o cepas de laboratorio passadas em linha-
gens de célula T humanas, fornecidas por David Montefiori (Duke Univer-
sity, Durham, NC). Um estoque de SIVog51 foi passado em PBMCs de pri-
mata. SHIV}jg e SHIVgg g s&o SIV com envoltdrios de HIV-1 derivados das
cepas de HIV-1 clado B indicadas.
Resultados:

O experimento apresentado na Tabela 14 compara as

_ atividades de neutralizagdo de B4 (grupo 5 da Tabela 3, Exemplo 4) e poli-

clonal anti-N-terminal V3 MN (grupo 6 da Tabela 3) contra varios isclados
de HIV-2, SIV e SHIV recombinante. As designacdes de isolado s&o como
apresentadas na tabela. As determinagbes de neutralizagéo sobre HIV-2og7

foram por Infectivity Reduction Assay (IRA) (White-Scharf e outros, Virology,
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1983, 192: 197-206). Os resultados de IRA sdo expressos como unidades
infecciosas >85% inativadas por 10 pg/mL de anticorpo. As atividades de
neutralizagdo sobre HIV-2rgp foram determinadas por ensaic MT-2 como
descrito no Exemplo 1. Os ensaios de neutralizacao sobre SiVog4, SIVoag e
HIV-1/SIV recombinantes SHIV|j g e SHIVgg g foram determinados por p27
Antigen Neutralization Assay (Gardner e outros, AIDS Res Hum Retrovi-
ruses, 1995, 11:843) das culturas PBMC infectadas até o 50% ponto final,

exceto para um conjunto de determinag¢des de neutralizacio para B4 sobre

SIVo54 cultivado em PBMC que foram realizadas ate um 80% do ponto final.
50% e 80% dos pontos finais sao as fragfes de p27 detectavel em culturas

tratadas com anticorpo comparadas com culturas n&o tratadas.



Tabela 14

Neutralizag&o de SIV, SHIV e HIV-2 por Anticorpo Monoclonal B4

Tl

_ HIV-2,,,* HIV-2g0n" | S1Vy5,21 81V, @ | SHIV® | SHIVE|  S1v,°
| Tipo de 1118 | 89,6 | (hupBMC)
I Grupo .
Anticorpos PBMC 1RA 50% 90% 50% 50% 50% 50% 80%
5 MAb B4 57 (1,5 0,7 8,5 2,0 1,3 10,679]0,088] 1,0 pg/mL
logs killed]| pg/wl | pg/mb} pg/mL | pg/mb | pg/mbl | pg/mh
6 GP 1g « 5%%(i.e. O »>10,0 | >10,0
gpl120 N- Jlog killed) - - - - pg/mi, § pg/mL -
terminal
V3 MN N

* Por Ensaio de Redugéo de Infectividade com MAb B4 a 20 ug/ml.

# Por Ensaio de Neutralizagdo de Microplaca

@ Por Ensaio de Neutralizag@o de Antigeno p27

€8
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B4 exibiu neutralizacdo para todas as cepas de HIV-2, SIV e
SHIV apresentadas na Tabela 14. Em comparacao, a neutralizagéo pelo an-
ticorpo anti-N-terminal V3 MN que foi demonstrado, que, como sendo eficaz
sobre HIV-1 MN, adaptado em laboratorio (Exemplos 1 e 13, Tabelas 2 e
13) n&o era evidente para um dos SHIV recombinantes apesar do status de
adaptado em laboratdrio destas cepas recombinantes. Assim, & evidente
que a atividade de neutralizag&o cruzada de um anticorpo Unico e potente-
mente neutralizador que se estende a HIV-2 e SIV, seja adaptado em labo-
ratério ou isolado primério, seja cultivado sobre linhagens de célula T ou
PBMCs, é uma propriedade distinta da invengéo.

Esta observagdo mostra que os anticorpos da invengdo podem
ser usados utiimente no modelo de infecg@o animal de macaco rhesus SIV e
os modelo de infecgdo animal de macaco com rabo de porco SIV e HIV-2,
para testar os anticorpos para eficacia protetora.
EXEMPLO 15

Demonstracdo da Atividade de Neutralizagdo de um Unico Anti-

corpo para HIV-1 Adaptado para Chimpanzé
Resultados:

As atividades de neutralizacao do B4 e do IgG1 b12 previa-
mente caracterizado (sitio de ligacdo anti-gp120 CD4) foram comparadas
sobre um isolado primario de campo de HIV-1 de clado B, HIV-1 DH-2, culii-
vado sobre PBLs de chimpanzé e os resultados apresentados na Tabela 15.

A neutralizacao foi determinada por ambos os métodos MT-2 e
IRA para B4 e somente pelo método IRA para igG1 b12. Os resultados de
IRA s&o expressos como unidades infecciosas >85% inativadas por 10
ug/mL de anticorpo para B4 e como unidades infecciosas >95% inativadas
por 25 pg/ml de anticorpo para IgG1 b12.

A comparacéo dos presentes resultados de ensaio MT-2 com os
resultados das Tabelas 3 e 13 (grupo 5) mostram que um unico anticorpo
reativo CD4, B4, apresentou atividade de neutralizacdo comparavel contra
HIV-1 chimp-adaptado como para as cepas primarias humanas cultivadas

em PBMC. A comparacé@o dos resultados do IRA sugere que B4 apresenta
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mais do que uma ordem de grandeza mais atividade de neutralizagéo contra
HIV-1 chimpanzé-adaptado do que o anticorpo IgG1 b12 do sitio de ligagao
atni-gp120 CD4. Portanto, um anticorpo da invengdo € distintamente mais
ativo contra HIV-1 chimpanzé-adaptado do que € o melhor dos anticorpos
monocionais previamente conhecidos que 1&m atividade de neutralizacZo de
isolado primario.

Estes resultados indicam que um anticorpo da invengéo pode

ser testado -utilmente no modelo de chimpanzé in_vivo para infecgdo por
HIV-1, para testar a eficacia protetora. "
Tabela 15 . R

Neutralizac&o de MAbs de Isolado Primério de Campo de HIV-1 Chimp PBL-
Cultivado DH-12 (Ciado B)

 Mab DH-12 (Clado B) DH-12 (Clado B)

PBMC IRA* 50% de|90%  de
Inibicao# | Inibigao#

Mab B4 3,0 logs eliminados a | 0,33 ug/mL | 2,1 pg/mL
10 ug/mL por cultura

IgG1 b12 (o gp120) 3,0 logs eliminados a - -
10 pug/mL por cultura

* por Ensaio de Redugao de Infecgéo

# por Ensaio de Microplaca MT-2

EXEMPLO 16 ,

Cinética de Neutralizacéo por B4 de Isolados Primarios de HIV-

1
Resultados:

As Tabelas 16 e 17 representam a cinética de neutralizacio por
B4 de HIV-1 23135, um isolado primario de campo clado B. A Tabela 16
apresenta a cinética de neutralizacdo para duas concenfracbes de B4, 2 e
20 pg/mL, como adicionado durante intervalos de 0 a 24 horas apés adicéo

de virus, usando o Ensaio de Microplaca MT-2. A neutralizagcdo é expressa
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como por cento de sobrevivéncia das diluicdo indicadas de virus. A Tabela
17 representa a cinética de neutralizacdo de HIV-1 23135 por 20 ug/mL de
B4, como adicionado durante um periodo de tempo de 0 a 96 horas apés a
adicdo de virus as células. O periodo de tempo estendido necessitou o uso
de um p24 Ensaio de Neutralizag&o de Antigeno para a determinagdo da
atividade de neutralizag;é;) contra virus de entrada das diluigbes indicadas
(Wrin e outros, J Virol, 1995, 69: 39-48). Neste ensaio p24, sdo usadas di-
luicbes em série de virus titulado para infectar PBMCs e as células infec-
tadas s&o cultivadas durante quatro dias. E adicicnado o anticorpo as con-
centragbes indicadas nos tempos indicados. A infectividade do virus e a
neutralizacdo sdo avaliadas quantitativamente por determinacac do an-
tigeno p24 acumulado pelas culturas PBMC por p24 ELISA (Coulter Immu-
nology, Hialeah FL). Os resultados s&o expressos como por cento de p24
detectavel em culturas tratadas com anticorpo comparadas a concentragdo
de p24 em culturas ndo-tratadas, isto é, os resultados sdo equivalentes a
por cento de sobrevivéncia do virus por contagem de microplaca embora a
deteccdo de p24 sofra mais impacto pelo fundo.

A Tabela 16 mostra que o B4 neutraliza completamente o virus
de entrada a uma concentracdo de 2 ug/mL até uma hora apds a infecgdo. A
uma concentracado de 20 pg/mL, o anticorpo € eficaz além de 24 horas. A
Tabela 17 apresenta os resultados quando o periodc de tempo foi estendido
até 96 horas e apresenta neutralizacéo eficaz por 20 ug/mL de B4 para en-
trada de anticorpo até 48 horas apés a infecg@o. Estes resultados demon-
stram que um Unico anticorpo pode evitar o estabelecimento da infecgdo in
vitro até mesmo depois que as células foram expostas ao virus e sugerem
qgue um tal anticorpo pode ser eficaz para fratamento profilatico apds ex-

posicao a HIV.
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Tabela 186

Cinética {0-24 horas) de Neutralizagdo MAb B4-Mediada de isolado
Primario de Campo de HIV 23135 (Clado B) (Ensaio de Neutralizago de

Microplaca MT2)

Tempo de Adigdo de MAb Concentragdo Por cento de Sobre-
(Ap6s a Inoculacéo do Virus) | de MADb (ug/mL) vivéncia do Virus
| Dii;:igécs do Vr’rflxs
1:75 1:150 | 1:300
0 2 0,0 0,0 0,0
20 O;O 0,0 0,0
0,5 } é | 0,0 0,0 0,0
| 20 0,0 0,0 0,0
1,0 “ 2 0,0 0,0 0,0
20 0,0 0,0 0,0m
20 2 4,2 1,9 2,2
----- 20 0,0 0,0 0,0
6,0 2 17.2 159 | 292
20 0,0 0,0 0,0
24,0 2 87,0 | 64,1 58,4
20 0,0 0,0 0,0
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Tabela 17

Cinética (0-96 horas) de Neutralizagdo MAb B4-Mediada de isolado
Primario de Campo de HIV 23135 (Clado B) (Ensaio de Neutralizacao de

Antigeno p24)
Tempo de Adigéo de Diluicdo | p24 Médio p24 Médio {pg) | Por cento de
mAb (Apos a Inocula- | do Virus | (pg) (com 20 | (controle do Sobrevivéncia
¢éo do Virus) ug/ml B4) virus, sem B4) | do Virus
1:75 37 2367 1,86
0 horas 1:150 17 1292 1,3
1:300 36 922 3,9
1.75 168 2499 6,7
24 horas 1150 | 112 2061 54
1:300 64 1626 3,9
) 11?5 189 2230 8,5
48 horas 1:150 80 1845 3,3
1:300 35 1125 3.1
- 71775 ) 654 2220 29,5
72 horas 1150 | 353 1984 17,7
1:300 | 285 1565 18,8
1:75 |2023 1747 115,8
96 horas 1:150 | 913 2358 38,7
1:300 { 672 1876 34,0
EXEMPLO 17

Imunizagdo Passiva de Macacos Rhesus Contra Infecc@o com SlVmae251

Procedimentos especificos para determinacéo de prote¢@o contra infeccéo

por SIV

Os estudos acima sobre a atividade de neutralizacédo dos anti-

corpos da presente invencao caracterizam a concentracdo, cingica & a am-

plitude estendida de B4 para a neutralizagdo de isolados primarios de HIV-2
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e SV, assim como isolados primérios provenientes de todos os clados de
HIV-1. Aguelas caracterizacdes In vitro, juntamente com o alto grau de con-
servacao entre as seqiéncias CD4 da espécie primata, sugere uma alta

probabilidade para eficacia da protecio in vivo para a modalidade B4 da in-

vencao contra infecc@o por 3 virus da imunodeficiencia. Portanto, a eficacia
protetora da invencéo foi avaliada por uma experiéncia de estimulo de B4
contra a infecgdo experimental de macacos rhesus com SIV, um excelente
modelo animal para AIDS humana.

Estoque de virus e teste com SIV in vivo. O estoque de virus

usado para estimulo era o protétipo SIVmac251 cepa obtida por R. Des-
rosiers (New England Regional Primate Research Center, Southborough
MA). Todos os estimulos foram inoculagbes i.v. com aproximadamente 10
AlD5p do isolado SIVpgco51 néo-lonado produzido em PBMCs de Rhesus
(Desrosiers e outros, PNAS USA, 1989, 86: 6353-6357). A ambos os maca-
cos nac-munizados do grupo de controle foi dada a mesma dose i.v. deste
estoque de virus e verificou-se que estavam persistentemente infectados.
Os animais foram sangrados periodicamente apos o estimulo e monitroados

para estabelecimento da infecgdo por testes soroldgicos para antigenemia

~ de virus e soroconversao e por co-cultura de PBMCs e plasma para de-

teccao de virus.

Ensaios soroldgicos SIV. A soroconverséo como um resultado

de infecgdo SIV foi detectada por um imunoensaio de enzima (EIA) que é
baseado no peptideo de antigeno de HIV-2 (HIV-1,2 EIA; United Biomedical,
Inc., Hauppauge NY) que é reativo cruzado para SIV e que pode ser usado
para determinar um titulo de ponto final para anticorpos de plasma a regido
amino terminal imunodominante (aminoacidos 588-603) da proteina de
transmembrana SIV (gp36).

Ensaio de Antigeno SIV p27. Um EIA de captura de antigeno
monoclonal a base de anticorpo SiV-especifico (Coulter Immunology,
Hialeah, FL.) foi usado para detectar a infecg@o de virus produtivo in vitro e

in viva. Os resultados positivos in vivo foram indicados por valores de >0,05

ng/mL para plasma n&o-diluido.
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Isolamento de SIV e ensaios de diluicdo no ponto final. Foram

separados PBMCs de Rhesus do sangue integrado sobre gradientes Ficoll-
Hypaque. Dois mililitros de plasma clarificado, n&o-diluido ou PBMCs
separados foram adicionados a PBMCs humanas mitogen-estimuladas. As
culturas foram mantidas com meio de crescimento RPM1-1640 contendo
10% de soro fetal de bezerro (Sigma, St. Louis MO), suplementado com 20
U/mL IL-2 e 200 U/mL anti-interferon alfa (ambos Collaborative Research,
Waltham, MA), 2,5 x 10-2 mM 2-mercaptoetancl e 2 pg/mL de polibreno
(ambos Sigma) e mantidos a 37°C, 5% CO». Os sobrenadantes de cultura
foram dosados duas vezes semanalmente por até 4-6 semanas para a pre-
senca de de p27 antigeno. Foi determinada uma cultura como sendo posi-
tiva se as amostras de sobrenadantes provenientes de trés datas consecuti-
vas fossem positivas para antigeno p27 {Coulter SIV p27 EIA, Coulter Im-
munology, Hialeah, FL). Para avaliagdo quantitativa de SIV infeccioso em
PBMCs de macaco, as PBMCs foram diluidas em série e similarmente co-
cultivadas com PBMCs huamans. As culturas para ensaios de diluicio de
ponto final sdo terminadas no dia 14 e dosadas para antigeno p27.

Projeto e Metodos. Seis macacos usados para o estudo descrito

abaixo eram macacos rhesus adultos consanguineos de coldnia e jovens
adultos provenientes do TSI Primate Center Mason Laboratories (Worcester
MA). Eles eram soronegativos para anticorpos para SIV, SRV-1, SRV-2,
SRV-5 e STLV-1. Estes animais foram abrigados em abrigos de acordo com
American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care Standards
e os investigadores aderiram ao Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals preparado pelo Commitiee on Care and Use of Laboratory Animals
do Institute of Laboratory Resources, NRC, Washington D.C. Os animais fo-
ram distribuidos em grupos de controle e de tratamento em peso.

Aos dois macacos do Grupo 1 foi dado PBS e aos quatro maca-
cos do Grupo 2 foram dados 4 mg/kg de MAb B4, purificado por croma-
tografia em coluna por afinidade com proteina-A, por infusdo intravenosa

uma hora antes do estimulo viral intravenoso por 10 AlDsg de SIVimge251-
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Resuliados:

Foi coletado sangue pré-tratamento, pré-estimulo, uma hora, 1,
3, 15, 22, 29 e 36 dias pds-estimulo. Verificou-se que o nivel de soro do an-
ticorpo receptor anti-CD4/quimiocina, determinado para todas as amostras
por ensaio com enzima rsCD4, diminuia até a metade do valor méaximo 1 dia
apos a infuséo, mais provaveimente em virtude da penetracdo e a ligagéo
de saturacdo das células que expressam CD4 de macaco tanto em sangue
periférico como em tecidos linféides. Nos dias 15, 22 e 29, foram coletadas
amostras de plasma provenientes de todos os macacos e testadas para p27
antigeno pelo Ensaio de Antigenc SIV p27.

No dia 15, verificou-se que ambos 0s macacos provenientes do
grupo de controle (N*® 170 e 110 do grupo 1) estavam infectados como
demonstrado por serologia positiva de antigeno p27 SIV (Tabela 18). Em
comparacéo, la pelo dia 15, apenas 1 (N°. G4B) dos 4 macacos no grupo
experimental 2 que recebeu 4 mg/kg B4 estava infectado (Tabela 18).

Subseqlientemente, as amostras de plasma coletadas pro-
venientes de todos 0s macacos nos dias 22 e 29 foram analisadas por imu-
noensaios p27. Aqueles resultados confirmaram o status de SIV antigene-
mia dos macacos observades no dia 15.

Um outroc parémetro para a avaliag@o de infecgdo por SIV era
monitorar o status imune dos animais para soroconversdo a reatividade de
SIV. Ambos 0s macacos no grupo de controle 1 desenvolveu anticorpos
anti-SIV como detectado pelo teste HIV 1,2 (SIV) EIA, comegando 2-3 se-
manas apds o estimulo viral (Tabela 19). A soropositividade foi avaliada
como sendo acima de uma faixa de valor de 4 vezes a absorbancia de soros
de controle nao-reativos (NRC) provenientes de macacos ndo-desafiados
nao-imunizados. A soroconversdo na Tabela 19 € mostrada sublinhada. A
absorbancia proveniente de um Controle Fortemente Reativo (SRC) € apre-
sentada para referéncia. Os trés macacos protegidos no grupb" experimental
2 (DW3, GN-terminal V3 & NU3) bermaneciam soronegativos durante todo o

periodo testado. Assim, o Unico macaco (G4B) proveniente do grupo ex-

perimental que se descobriu estar infectado com SIV por p24 antigenemia
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também se descobriu ter desenvolvido anticorpos anti-SIV durante este
periodo.

As PBMCs de Rhesus de cada um dos 6 macacos em ambos 0s
grupos também foram coletadas nos dias 15, 22 e 29. Amostras de plasma e

de PBMC provenienies daqueles dias foram combinadas com PBMCs hu-

‘manas mitogénio-estimuladas para detecgdo de infecg&o por SIV por cultura

de virus. A cultura continuou durante 3 semanas e os sobrenadantes destas
co-culturas foram dosados para a presenga do antigeno p27. De novo, foi
demonstrado que ambos os macacos provenientes do grupo de controle (N®°
170 e 110) e o macaco néo protegido (GB4) proveniente do grupo experi-
mental estavam infectados, como provado por resuliados de cultura positiva
de virus proveniente tanto da PBMC como das amostras de plasma (Tabela
128).

Conclusbes. Estes resultados demonstraram que a imunizag&o passiva de
macacos rhesus com anticorpo monoclonal B4 a uma dose modesta (4
mg/kg) protege eficazmente a maioria (75%) dos macacos contra infecgéo
por um isolado primaric de SiIV, apds estimulo com uma dose de
SWpac251, uma dose que causou efetivamente infecgdo persistente em to-
dos os animais de controle do histérico e em 2 entre 2 animais de controle

do presente estudo.



Tabela 18

Imunizagéo Passiva de Macacos Rhesus com Anticorpo Monoclonal B4 Seguida por estimulo com SIVpac251

Grupo Macaco N° | Protegido | P27 Antigenemia* | Soroconversdo @ Isolamento de virus#
(Dia 15)
PBMC (Dia 15) Plasma

Grupo 1 PBS administrado uma 170 N&o Pos (2,21 ng) Sim (wk 3) Pos (9,0) Pos
hora antes do estimulo 110 N&o | Pos (1,43 ng) Sim (wk 3) Pos (10.0) | Pos
10AIDg0 SIV ‘ .
Grupo 2 MAb B4 (4 mg/ka) DwW3 Sim Neg(<0,049 ng) Nao Neg Neg
administrado i.v. uma hora G4B Ndo | Pos (>0,8 ng) Sim (wk 3) Pos (8,5, 10,5) | Pos
antes do estimulo 10AID50 Nu3 Sim | Neg (<0,049 ng) Néo Neg Neg
SV GV3 Sim Neg (<0,049 ng) Nao Neg Neg

* Os trés animais tendo resultados positivos de antigenemia p27 permaneceram persistentemente positivos em todo o

periodo monitorado (até o dia 141) e os fré&s animais protegidos permaneceram persistentemente negativos durante o

mesmo periodo monitorado.

# Co-cultura por resultados de diluigéo limitativa foram obtidos com amostras tiradas dos dias 15 e 22.

@ Ver Tabela 19 para o curso real de tempo de converséo.

€6



Tabela 19

Status de Soroconversé&o de Macacos Rhesus Apds estimulo com SIVqa6251

Dias apos estimuio viral

Status de Soroconverséo

0 8 15 22 29 43
Grupo 1 170 0,215 0,232 0,268 2,024 2,023 2,169 + WK3
110 0,055 0,060 0,053 0,451 2,161 2,194 + WK3
DW3 0,060 0,065 0,058 0,064 0,063 0,053 -
Grupo 2 NU3 0,058 0,054 0,058 0,124 0,054 0,065 -
G4B 0,075 0,091 0,070 1,863 2,184 2,078 +wk3
GV3 0,056 0,071 0,051 0,055 0,056 0,057 -

SRC =0,777NRC

——
——

0,078Cutoff =4 xNRC =0,312

2
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EXEMPLO 18

Protecdo Pre- e Pds-exposi¢do contra Isolados Primarios de Infecgéo por
Virus da Imunodeficiéncia Humana Mediada por Anticorpe Monoclonal B4
Apoiando o conceito de imunoprofilaxia contra infecgéo por HIV-
1, fol demonstrado que anticorpos monocionais (MADbs) e soro policionai
protegem primatas néo-humanos e camundongos SCID (hu-PBL-SCID) re-
constituidos por linfocito de sangue periférico humano de infecgdo com HiV-
1 (Emini e outros, J Virol, 1990, 64: 3674, Prince e outros, AIDS Res Hum
Retroviruses, 1991, 7: 971; Emini e outros, Nature, 1992, 355; 728; Safrit e
outros, AIDS, 1993, 7:15) e SIV (Putkonen e outros, Nature, 1991, 352: 436;

Lewis e outros, Vaccine, 1993, 11: 1347). Foi descoberto, entretanto, que

aqueles estudos que usam anticorpos monoclonais ou policlonais dirigidos
contra antigenos virais neutralizam apenas cepas de laboratdrio derivadas
de linhagem de célula T mas néo isolados primarios de virus da imunodefi-
ciéncia.

Neste estudo, foi usado o anticorpo monoclonal B4 para deter-
minar se a imunizagdo passiva por um anticorpo monoclonal da presente
invengao, isto &, um anticorpo monoclonal dirigido a um epftcipo conforma-
cional difundido descontinuo presente sobre um complexo antigeno de cé-
lula hospedeira que compreende proteina CD4 e receptor quimiocina e que
tem amplas atividades de neutralizagdo contra todos os isolados primarios

de HIV, é protetor in vivo conira a infecgdo causada por um isolado primario

de HIV-1. O objetivo deste estudo foi demonstrar que a administrac2o de B4
pode proteger camundongos com grave imunodeficiéncia combinada (SCID)
transplantados com leucdcitos do sangue periférico normal (hu-PBL), desig-
nados camundongos hu-PBL-SCID, proveniente de estimulo subseqUente
com um isolado primario de HIV que foi previamente demonstrado ser re-
sistente a neutralizagcdo. O modelo de camdhdcngo hu-PBL-SCID foi escol-
hido para esta avaliacdo de eficacia porque muitos grupos experimentais
que envolvem muitiplos animais podem ser obtidos as custas razoaveis em

um tempo relativamente curto, vantagens n&o oferecidas pelo unico modelo

animal alternative para estudos de estimulo-protecéo contra HiV-1, a in-
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fecgao por HIV-1 de chimpanzés.

Procedimentos especificos para reconstituicdo do sistema imunoldgico
imune em camundongos 8CID e determinag&o de protecdo contra infecgdo
por HIV-1.

MAbs. O anticorpo de controle usado neste estudo foi um 1gGo4
murino, um anticorpo de especiﬁc':i‘d”ade» de Hgagéb desconhecida, secretado
pela linhagem de célula de mieloma de camundongo RPC5.4 (ATCC No.
TiB12). TAnto B4 como o controle 1gG2g RPCS5.4 foram purificados de flui-
dos asciticos por cromatografia em coluna por afinidade de Proteina-A e re-
suspensos em PBS estéril 2 2 mg/mL antes do uso. Todos os anticorpos fo-
ram fornecidos aos camundongos hu-PBL-SCID por injec@o intraperitoneal
(i.p.).

Reconstituicao de camundonge SCID. Os camundongos CB.17

scidfscid usados neste estudo foram mantidos sob condigSes especificas
sem agente patogénico. Os camundongos do fendtipo nao defeituoso foram
reconstituidos por injecdo ip. de 2 x 107 PBL humanos normais recém-
isolados suspensos em 0,5 mL de PBS. Duas semanas apo6s a injecdo de
PBL, foi confirmada a reconstituicdo por analise de soros de camundongo
para a presenca de imunogiobulinas humanas por ELISA (SangStat, Menlo
Park, CA). Apenas camundongos positivos a imunoglobulina humana foram

usados para estudos da infecgéo por HiV-1.

Estogues de virus. Foram preparados estoques de virus HIV-1
AD6 a partir dos sobrenadantes de PBL infectado como descrito’ (Ho e
outros, N Engl J Med, 1989, 321. 1621-5) e titulado para infectividade em
camundongos hu-PBL-SCID. Eles s8o expressos como a dose infectiva de
camundongo 50% (MiDgg) por mililitro.

Ensaic_de neutralizac@o do virus. Foram realizadas neutraliza-
¢bes de HIV-1 por um ensaio p24 como descrito (Ho e outros, J Virol, 1891,
85: 489-493). A neutralizacdo foi definida como a redugdo percentual na
quantidade de antigeno p24 liberado para os sobrenadantes de cultura pro-
venientes de cavidades tratadas com anticorpo comparadas com cavidades

de controle n&o tratadas com anticorpo.
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Desafio com virus dos camundongos hu-PBL-SCID. ADS, con-

hecido como sendo resistente a neutralizac&o pela maioria dos anticorpos
neutralizadores, foi selecionado como ¢ isolado primario de HiV-1 neste
estudo. Todos os procedimentos para infeccdo e manuteng&o dos camun-
dongos hu-PBL-SCID foram rgaaiizados em uma instalacao de animal com
nivel de bio-seguranca 3. A infeccdo dos camundongos hu-PBL-SCID foi
realizada duas semanas apds a reconstituicdo de PBL. Os camundongos
foram injetados i.p. com 0,5 mL de estoques de HIV-1 isento de célula di-
luidos contendo 10 MID5q. Os indculos de virus foram previamente deter-
minados por titulacdo em camundongos hu-PBL-SCID e foi demonstrado
que eles infectam pelo menos 80% dos camundongos hu-PBL-SCID.

Deteccéo de HIV-1 por co-cultura. Trés semanas apds estimulo

viral, os camundongos foram sacrificados e as células foram recuperadas da
lavagem peritoneal e bagos como descrito (Safrit e outros, AIDS 1983, 7:
15-21). Entdo 2 x 105 células da lavagem peritoneal ou 5 x 106 células de
bago provenientes dos camundongos (com diluicbes em série de 10 vezes)
foram incubadas com 2 x 106 PBL PHA-ativados provenientes de doadores
humanos HIV-1-soronegativos em uma cultura de diluicdo em ponto final. As
co-culturas foram monitoradas semanalmente para a presenga de antigeno
de ntcelo p24 de HIV-1 no sobrenadante da culiura até 4 semanas. As cul-
turas foram consideradas positivas para HIV-1 se uma amostra simples con-
tinha >1000 pg/mL ou se 2 amostras consecutivas continham >200 pg/mL
de antigeno p24. A cavidade mais altamente diluida contendo células in-
fectadas detectaveis foi considerada como o ponto final e os titulos do virus
foram expressos como Doses Infecciosas de Cultura de Tecido (TCID) por
108 células.

Dose e estudos cinéticos para a eficiéncia de profilaxia pré- e pos-
exposicao por MAb B4.

Experimento 1

Projieto e métodos. Para ayaiiagéo de protecéo pré-exposigéo, foi injetado

intraperitonealmente anticorpo monoclonal B4 em 0,5 mL de PBS uma hora

antes da inoculagéo por HIV-1. Dois grupos de camundongos receberam
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. MAb B4 (Grupos 2 e 3, n = 86 por grupo, a uma concentracao de 50 mg/kg e

5 mg/kg respectivamente) e um grupo recebeu a IgGyy irrelevante de ca-
mundongo de mieloma RPC5.4 (Grupo 1, n = 4 a uma concentracéo de 50
mg/kg). Os camundongos previamente imunizados foram entdo desafiados
intraperitonealmente com 10 MID5q de isolado primario AD6 de HIV-1.

Para a avaliagdo de proteg@o pds-exposicdo, animais do Grupo
4 (n = 6) foram desafiados com o virus e 30 minutos mais tarde receberam
B4 a uma concentracdo de 50 mg/kg. Cada camundongo pesou em média
20 g. Trés semanas apos o estimulo viral os camundongos foram mortos e
foram coletadas as células de bacgo e da lavagem peritoneal para determi-
nacio de infecgéo por cultura de virus.
Resultados. Néo foi observada toxidez pelo anticorpo em algum grupo de
animais. Como mostrado na Tabela 20A, o HIV-1 foi recuperado em culturas
realizadas atée 4 semanas provenientes tanto de esplendcitos como de cé-
julas de lavagem peritoneal que foram co-cultivadas com PBLs humanos
PHA-ativados provenientes de trés (N°° 4296, 4297 e 4303) dos guatro ca-
mundongos no grupc 1 aos quais foram fornecidos 50 mg/kg de IgTo5 de
controle, demonstrando uma taxa de infectividade de 75% para este grupo
de controle. O virus ndo foi recuperado de gqualquer um dos dezoito camun-
dongos aos quais foi fornecido B4 a 50 mg/kg (grupos 3 e 4) ou 5 mg/kg
(grupo 2), administrado uma hora antes (Grupos 2 e 3) ou 0,5 hora apés o
estimulo viral (Grupo 4) (Tabela 20A).
Experimento 2.

Projeto e métodos. Para este experimento de protegéo pos-exposicao, os

camundongos foram desafiados intraperitonealmente com 10 MIDgg de
isolado primario AD6 de HIV-1 antes da administracéo de qualquer anti-
corpo. Os camundongos do Grupo de Controle 1 (n = 8) foram injetados in-
traperitonealmente com uma dose de 5 mg/kg de 1Ggog de camundongo
(RPC5.4) imediatamente apos o estimulo de HIV-1. Camundongos do Grupo
2 (n = 4) foram administrados 50 mg/kg de MAb B4 imediatamente apots o
estimulo. Duas, quatro e 24 horas mais tarde, 0s animais dos Grupos 3, 4 e

5 (n = 4, 4, 5 por grupo, respectivamente) receberam MAb B4 a uma con-
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centracdo de 50 mg/kg; e uma hora mais tarde, os Grupos 6 e 7 animais (n
= 4 por grupo) receberam MAb a uma concentragéo de 15 mg/kg e 5 mg/kg
respectivamente. Cada camundongo pesava em média 20 g. Trés semanas
apos o estimulo viral, os camundongos foram mortos e células de bago e
lavagem peritoneal foram coletadas para determinacéo de infecgdo por cul-
tura de virus.

Resultados: Nao foi observada toxidez por anticorpc em qualquer grupo de
animais. Como mostrado na Tabeta 208, o HIV-1 foi recuperado em culturas
realizadas até 4 semanas a partir tanto de esplendcitos como de células de
lavagem peritoneal que foram co-cultivadas com PBLs humanos PHA-
ativados de trés (N°. 4467, 4471 e 4473) entre cinco camundongos no grupo
1 dados 5 mgikg de lgGog (RPC5.4), demonstrando uma taxa de infec-
tividade de 60% para este grupo de controle. O virus HIV-1 néo foi recuper-
ado de qualquer um dos vinte e um camundongos dos Grupos 2, 3, 4,6e 7
a0s quais tinha sido fornecido MAb B4 a 50 mg/kg (grupos 2, 3 e 4) 0, 2 ou
4 horas apos ¢ estimulo viral; ou 15 mg/kg (grupo 6) e 5 mg/kg (Grupo 7) a
intervalos de uma hora apds o estimulo viral para estes Ultimos dois grupos,
como mostrado na Tabela 20B. HIV-1 foi detectado por cultura viral em dois
dos quatro camundongos do Grupo 5 (N°° 44838 e 4472), o grupo que tinha
recebido 50 mg/kg de MAb B4 24 horas ap6és o estimulo. No entanto, HIV-1
foi recuperado da lavagem peritoneal somente do animal N°. 4468 (Tabela
208B).

Experimento 3

Projeto e métodos. Os experimentos de protecdo pds-exposicdo, especifi-

camente, foram repetidos com a concentracéo de B4 mais baixa testada (5
mg/kg) até agora para um periodo de pos-exposi¢do de até 4 horas. Os ca-
mundongos foram desafiados intraperitoneaimente com 10 MiDgq de iso-
tado primaric de HiV-1 ADS antes da administrac@o de qualquer anticorpo.
Os camundongos do Grupo 1 de controle (n = 5) foram injetados intraperito-
nealmente com uma dose de 5 mgfkg de camundongo 1gGog (RPC5.4) ime-
diatamente apds o estimule com HIV-1. Aos camundongos do Grupo 2 (n =

5) foram administrados 5 mg/kg de MAb B4 imediatamente apds o estimulo.



10

15

100

Uma, duas e quatro horas depois, os animais dos grupos 3, 4 e 5 respecti-
vamente (n = 5 por grupo) receberam MAD B4 a uma concentracéo de 5
mg/kg. Cada camundongo pesou uma media de 20 g. Trés semanas apds

estimulo viral, os camundongos foram mortos e as céiulas de bago e lav-

‘agem peritoneal coletadas para determinagéo de infeccao por cultura de

virus.

Resultados: N&o foi observada toxidez por anticorpo em qualquer grupo dos
animais. Como mostrado na Tabela 20C, o HIV-1 fol recuperado em culturas
realizadas até 4 semanas tanto para esplendcitos como para células de lav-
agem peritoneal que foram co-cultivadas com PBLs humanos PHA-ativados
de todos os cinco camundongos no grupo 1 dados 5 mg/kg de IgGog
(RPC5.4), demonstrando uma taxa de infectividade de 100% para este
grupa de controle. O virus HIV-1 ndo foi recuperado de qualquer um dos
vinte camundongos dos Grupos 2, 3, 4 e 5 aos quais tinha sido fornecido
MAD B4 a Smg/kg 2 0, 1, 2 ou 4 horas apds o estimulo viral, como mostrado
na Tabela 20C.



Tabela 20A

Profilaxia de Pré- e Pos-exposi¢éo de Infec¢éo HIV-1apg em camundongos Hu-PBL-SCID por MAb B4

Experimento 1

Grupos Experimentais

Recuperacgdo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-culiura

Lavagem peritoneal Baco Ponto final de cultura TCID/M0® células
Murino IgG,, Mab (RPC5,4)
(50 mg/kg dose)
| 4296 + + 5x10° 200
4097 + + 5x10° 2
4299 - - - <0,2
4303 + + 5x10* 20
Mab B4, 1 hora antes do
estimulo (5 mg/kg dose)
4285 - - - <0,2
4287 - - - <0,2
4290 - - - <0,2
4305 - - - <0,2
4306 - - - <0,2
4311 - - - <0,2

T0T



Grupos Experimentais

Tabela 20A (continuagao)

Recuperagéo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritoneal Bacgo Ponto final de cultura TCID/10° células
Mab B4, 1 hora antes do
estimulo (50 mg/kg dose)
4289 - - - <0,2
4291 - - - <0,2
4295 - - - <0,2
4300 - - - <0,2
4301 - - - <0,2
4302 - - - <0,2
Mab B4, 30 minutos apés o
estimulo (50 mg/kg dose)
4261 - - - <0,2
4284 - - - <0,2
4307 - - - <0,2
- 4308 - - - <0,2
4310 . . - <0,2
4312 - - - <0,2

20T



Tabela 20B
Profilaxia de Pré- e Pds-exposicéo de Infecgdo HIV-15pg em camundongos hu-PBL-SCID por MAb B4
Experimento 2

Grupos Experimentais Recuperacdo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritoneal Bago Ponto final de cultura TCID/10° células

Murino 1gG,. (RPC5.4, 5 mg/kg
dose) 0 hora apés o estimulo

4462 - - - <0,2
4465 ; i : <0,2
4467 + + 5x10° 0,2
4471 + + 5x10° 0,2
4473 + + 5x10° 2000

Mab B4, (5 mg/kg dose) 0 hora
apos o estimulo

4475 - - - <0,2
4486 - = = <012
4488 - - - <0,2

4490 - - - <0,2

€01




Tabela 208 (continuag&o)

Grupos Experimentais

Recuperacio de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem perito- Bago Ponto final de cultura TCID/10° células
neal
Mab B4, (50 mg/kg dose) 2
horas apés o estimulo
4500 . - - <0,2
4501 - - - <0,2
4503 - - - <0;2
4505 - - . <0,2
4509 - - - <0,2
Mab B4, (50 mg/kg dose) 4
horas apés o estimulo
4476 . - . <0,2
4485 - - - <0,2
4497 - - - <0,2
4506 . - . <0,2
4511 - - - <0,2

FOT



Tabela 208 (continuacao)

Grupos Experimentais

Recuperacéo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritneal Baco Ponto final de cultura TCID/10° células
Mab B4, (50 mg/kg dose) 24
horas apos o estimulo
4489 + - - <0,2
4472 + + 5x10* 20
4474 - - - <0,2
4477 - - - <0,2
Mab B4, (15 mgrkg dose) 1
hora apés o estimulo
4478 - - - <02
4481 - - - <0,2
4489 - - - <0,2
4504 - - - <0,2
{ Mab B4, (5 mg/kg dose) 1 hora
apdés o estimulo
4485 - - - <0,2
4492 - - - <0,2
4496 - - - <0,2
4499 - - - <0,2

Q0T



Tabela 20C
Profilaxia de Pré- e Pds-exposi¢ao de Infeccdo HIV-1aps em camundongos hu-PBL-SCID por MAD B4
Experimento 2

Grupos Experimentais Recuperagéo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritoneal Bago | Ponto final de cultura TCID/10° células

Murino IgG,, (RPC5.4) (5 mg/kg
dose) 0 hora apds o estimulo

| 4630 + | + 5x10° 2

| 4634 + + | 5x10’ : 20,000
464 + + 5x10" | 20,000
4652 + o+ 5x10° 2
4664 + , + 5x10" 20,000

Mab B4, (6 mg/kg dose) 0 hora
| apbs o estimulo

4636 - - . <0,2
4639 - - ‘ - <0,2
4640 - - - <0,2
4660 - f - - ' <0,2

4666 - - - <0,2

90T




Tabela 20C (continuacao)

Grupos Experimentais

Recuperagéo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritoneal Bago Ponto final de cultura TCID/0® células
Mab B4, (50 mg/kg dose) 1
hora apoés o estimulo
‘ 4643 - - - <0,2
4644 ; - . <0,2
i 4645 - SR . <0,2
4646 - L - <0.2
: 4648 - | - - <0,2
Mab B4, (50 mg/kg dose) 2
horas apas o estimulo
| 4642 . - ) <0,2
4649 - - - <0,2
4650 - - - <0,2
4653 i - ) W <0,2
2 4656 - : ! <0,2

L0OT



Tabela 20C (continuacéo)

Grupos Experimentais

Recuperacéo de HIV-1 de camundongos hu-PBL-SCID: SEMANA 4 Co-cultura

Lavagem peritneal Baco Ponto final de cultura TCID/10° células
Mab B4, (50 mg/kg dose) 4
horas apds o estimulo
4651 + . - <0,2
| 4654 + + 5x10° 20
4657 - - - <0,2
4658 ; . i <0.2
4659 - - : - <0,2
Mab B4, (5 mg/kg dose) 1 hora
apds o estimulo
4485 - - . <0,2
4492 - - . <0,2
4496 - - - <02
4499 - . - <0,2

80T
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Em resumo, os resultados obtidos a partir dos trés experimentos
seqUénciais acima demonstraram inequivocamente que a imunizagéo pas-
siva com MADb B4 fornece prote¢ao completa contra infecgdo por um isolado

primario de HIV-1 representativo em um modelo animal in vivo em ambos os

modos de pré- e p6s-exposicéo.

Como a infecgdo de seres humanos apés exposicdo ocupa-
cional a HIV-1 é rara, a maioria das exposicdes clinicas acidentais é esti-
mada como sendo < 1 dose infectiva humana. Portanto, a protecdo de seres
humanos contra infecgao apés a exposicéo ocupacional a HIV pode ser ob-
tida com concentragbes de anticorpo do sorc muito mais baixas do que
aquela usada no presente estudo do camundongo SCID (as doses de 5 e de
50 mg/kg do presente Exemplo ddo origem a pico de concentragbes de anti-
corpo do soro de >10 ug/mL e >100 pg/mL respectivamente).

Foi observada protecdo compieta contra uma alta dose (10
MIDsgq) infecgdo HIV-1 ADE a concentragbes de 5 mg/kg, 15 mglkg e 50
mg/kg em um modo de pré-exposig@o. Foi observada protegéo compieta du-
rante um intervalo maior do que 4 horas e menor do que 24 horas a 50
mg/kg e pelo menos até 4 horas a 5 mg/kg em um modo de pos-exposicao.
Estas observagbes indicam a utilidade da modalidade MAb B4 da invengao
para profilaxia até 4 horas apds exposicéo ocupacional a HIV-1,

EXEMPLO 182

Estudo de Interagdes do "Dominio Receptor de MAb B4-rsCD4-

Quimiocina" Empregando Peptideos Sintéticos que Representam Dominios

Receptores de Quimiocina

Peptideos dominios receptores de guimiocina sintéticos

Os peptideos dominios receptores de quimiocina relacionados
nas Tabelas 21 e 22 foram sintetizados pela técnica de sintese em fase
solida de Merrifield em sintetizadores automatizados de peptideo da Applied
Biosystems (Modelos 430, 431 e 433A) usando quimica Fmoc. Apds monta-
gem completa do peptideo desejado, a resina foi tratada de acorde com
procedimento padronizado usando &cido trifluoroacético para clivar o pep-

tideo da resina e desbloquear os grupos protetores sobre as cadeias lat-
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erais de aminoacido. Os peptideos marcados por.k também contém um
espagador gly-gly e um epitopo auxiliar de célula T 'do virus de hepatite B
(HBV). Os peptideos clivados, extraidos e lavados foram purificados por

HPLC e caracterizados por esptromeiria de massa e HPLC em fase reversa.

Avaliacdo guantitativa de interacbes de "dominio receptor de MAbB4-rsCD4-

Quimiocina" por ELISAs respectivos.

Os respectivos ELISAs foram realizados essencialmente como o
rsCD4 ELISA descritos aqui (Exemplo 3) exceto para a etapa de revesti-
mento de antigeno, quando as cavidades de microtitulo foram revestidas du-
rante toda a noite a 4°C com varias concentragdes (0, 0,016, 0,063, 0,25, 1
e 4 ug/mL) do dominioc do peptideo receptor de quimiocina designado como
mostrado na Tabela 22, que tinha sido pré-incubado com 0,25 pg/mL de
rsCD4.

Resuitados; Nao foi detectada interacao alguma entre MAb B4 (a concen-
tragtes de 10, 1, 0,1 e 0,01 yg/mL) e qualquer um dos dominio dos pep-
tideos receptores de quimiocina individuais foi detectado como medido pelo
ELISA respectivo onde as microcavidades foram revestidas durante uma
hora a 37°C com o peptidec de dominio receptor de quimiocina designado a

5 yg/mL na auséncia de rsCD4.



Tabela 21
Dominio de Peptideos Receptor de Quimiocina Empregados para Estudo de interacdo de "Dominio Receptor de MAb-

rsCO4-Quimiocina”

| Antigeno Peptideo* ) Antigeno Peptideo * ]fAntiqeno Peptideo™ [[Antigeno Peptideo *

lcédigo] Descricdo | Codigo Descricdo | codigo| Descricde |T5digo T pescrigdo

pi987 ¥ LESTR (1-38)- 20117 [ILER,(1-46)-GO-HBYTh || p2033 7 [Coa-R (1-32)-GO- || p204ga | CC-CKR5 (261279 ||
GG-HBVTh { HBVTh

piO88a [ LESTR (106-111y |[p20i2 7 | TLER,(106-120)-GG p203a [ Cha-R (91-116) || p2079b ¥ [CC-CKR3I (1-35):GG |

pi990 " | LESTR (181-203)- |[p2027a | CC-CRRI{168-203) " p2035a | Cha-R (171-205) || p2080a | CC-CKR3 (92-107)
GG-IBVTh :

pl001ia | LESTR (262-285) || p2028a ]| CC-CKRI(261-287) p2036a | Coa-R (261-286) || p208la | CC-CKR3Y (173-204)

p1999 ¥{ CC-CKRI((-34)- || p2029a | ILBR, {168-203) p2041a | LESTR (103-114) { p2082a | CC-CKR3 (263-281)
GG-HBVTh

p2004 7 | CC-CKRI(94- p2030a | ILBR_ (239-296) p2045 T | CC-CKRS (1-29)- || p2086b 7 { CC-CKRZb (1-43).GG- |
107)-GG-HBVTh GG-HBVTh HBVTh

p2007 T{TLBR_(1-39)-GG- | p203ia | ILBR,{179-208) p20dGa | CC-CKRS (88- p2087a | CC-CKRZb (100-114)
HBVTh 102)

p2008 ¥ | TLBR_(100-111)- | p203Za TLBR,(Z70-303) p2047a [ CC-CKI3 (168~ |f p2088a | CC-CKIZb (182-207)
GG-HBVTh 199)

p2089a | CC-CKR2b (269-285)

i3 : HBVTh (FFLLTRILTIPQSLD) representa segmenio de peptideo com fungéo auxiliar T promiscua derivada de
proteina HBsAg.
GG : (Gly-Gly) como residuos espacadores inseridos entre o dominio receptor de quimiocina e o epitopo auxiliar T.
* - Foram projetados antigenos de peptideo de dominio externo receptor de quimiocina de acordo com o sistema de
numeragéo das seqiiéncias de aminoacido deduzidas das sequéncias de dcido nucléico para;
HULESTR, IL8BR,, ILBRy (Loetsher e autros, J. Biol. Chem. 1994, 269: 232)
CC-CKR1, CC-CKR2b, CC-CKR3, CC-CKR5 {Samson e oulros, Biochemistry 1996, 35, 3362)
C5ha-R (Grotzinger e oulros, Protein Engineering 1991, 4: 767)

11
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Tabela 22
Descrigao Estrutural de Peptideos Representando o Respectivo Dominio
Receptor de Quimiocina como Mostrado no Estudo de Ligacéo "MAD B4-
rsCD4"

Cédigos de peptideo que representam o

Tipo de receptor .. .
L. respectivo dominio receptor de quimiocina

de quimiocina T 5 3 2
IL8Ra 2007 2008 2029%a 2030a
a {IL8RJ 2011 2012 2031a 2032a
C5a-R 2033 2034z 2035a 2036a
CC-CKR1 1999 2004 2027a 2028a
CC-CKR2b 2086b | 2087a | 2088a | 208%5a
B [CC-CKR3 2079b | 2086a | 2081a | 2082a
CC-CKR5 2045 2046 2047a 2048a
Fusina (LESTR) | 1987 | 1988a | 1990 | 199ia

Foi detectada apenas uma reatividade marginal entre MAb B4 e
rsCD4 como medida pelo rsCD4 ELISA quando cavidades microtitulo foram
revestidas somente com rsCD4 a 0,25 pg/mb a 4°C durante toda a noite.

No entanto, quando rsCD4 (a 0,25 pg/mL) foi pré-incubada com
varias concentracdes de cada peptideo de dominio de quimiocina projetado,
foram observados padrbes variaveis de ligagdo a MAb B4 a rsCD4 como
medido pelas respectivas leituras ELISA ODggo. A interagéo anterior de
rsCD4 com certos peptideos de dominio de receptor de quimiocina (por ex-
emplo, dominios CC-CKR2b 2 e 3, CC-CKRS5 dominio 3 e CC-CKR3 domihio
4) contribuiram significativamente para a ligacéo de rsCD4 a MAb B4. Tal
melhoria & dependente da concentragéo do peptideo. Esta tendéncia de in-
teracdo "MAb B4-rsCD4" melhorada foi coerentemente observada a todas
as concentracdes de MAb B4 de 10, 1, 0,1 e 0,01 pg/mL.

O grau de melhoria, como medido pelo aumento em ODygo de
ligacdo de MAb B4-rsCD4, foi calculado para a melhor concentrac2o para
que o respectivo peptideo de dominio de receptor de quimiocina, geral-

mente a 1 ug/miL, quando comparado com ligagcdo MAb B4 a rsCD4 a 0,25
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ug/mL apenas. Foi graduado de O a 8 baseado na respectiva % de aumento
de sinal para a melhor concentragdo de MAb B4 a 0,1 ug/mL como mostrado
abaixo na Tabela 23.

A Tabela 23 resume as contribuigées a ligacdo de MADb B4 por
todbs os guatro dominios externos de oito receptores de quimiocina. Como
mostrado na Tabela 23, a ligagéo de MAb B4 a rsCD4 foi melhorada por di-
versos peptideos de dominio de receptor de quimiocina o que sinaliza uma
natureza promiscua para a conformacao de CD4 pois esta & perturbada por
contato com varios receptores de CQO. Para uma molécula como CD4 en-
volvida com multiplas fungbes imunorreguladoras, € razoavel supor uma tal
natureza dinadmica para sua superficie exposta. Esta descoberta também
explica a dificuldade no mapeamento do epitopo reconhecido por MAb B4.
Ele é caracterizado como epitopo descontinuo e difundido que n&o pode ser
facilmente representado pelos sitios lineares e descontinuos apresentados
pelos varios peptideos CD4 mostrados na Tabela 4. Ele € ainda caracteri-
zado aqui pelos dados da Tabela 23 para também envolver sitios apresen-
tados pelos varios peptideos receptores de quimiocina mostrados na Tabela
22. Em resumo, o sitio de reconhecimento de B4 € um epitopo conforma-
cional altamente difundidos que compreende sitios provenientes de CD4 em
contato com receptor de quimiocina, um co-receptor, para HIV e este
epitopo é critico para ligacao de HIV a células hospedeiras efou entrada de
HIV como refletido por seu status como um alvo para neutralizac&o viral

pés-exposicdo.



Melhoria de Ligagéo de MAb B4-rsCD4 por Dominios Receptores de Quimiocina

Tabela 23

. " Grau de melhoria por dominio !
Tipo de receptor recptor respectivo
de quimiocina
1 2 3 4
JLBRa 1+ 0 3 14+
o | ILBRP 0 0 0 iv
C5a-R 2+ 2+ It
CC~-CKRL1 0 2+ 0 ﬂ
CC~CKR2b 3+ 4+ 5+ "
|
B |CC-CKR3* 3+ ir 2% B+
CC-CKRS 0 2+ 5+ 0
Fusina (LESTR) 1+ 2+ 0 0 ﬂ

Grau de melhoria a conc. de peptideo de 1 pg/mL:

0-50%
50-100
100-150
150-200
200-250

*a 4 ug/mb

0 250-300 5+
1+ 300-350 6+
2+ i50-400 7+
3 >4 00 8+
4+

P11
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EXEMPLO 20

Estudos sobre rsCD4 e InteracBes de Receptor de Quimiocina e

Afinidade do Anticorpo Monoclonal

Afinidade melhorada de rsCD4 para anticorpos neutralizantes anti-CD4 por

peptideo de dominio 3 receptor de guimicona CC-CKR5

A Tabela 23 apresentada no Exemplo 19 revelou graus signifi-

cativos de melhoria de ligacdo de "MAb B4-rsCD4" por CC-CKR2b

(dominios 2.e 3) e >4+, por CC-CKR3 (dominio 4) de 8+ e por CC-CKR5
(dominio 3) de 5+, enquanto apenas melhoria marginal foi afetada por pep-
tideos correspondentes a dominios de CXC-CKR4 (também denominado
fusin ou LESTR).

Recentemente, Feng e outros, (Science, 1996, 272: 872) relata-

ram que o receptor CXC-CKR4 era o co-receptor responsave! pela entrada
eficiente de cepas T-tropic de HIV-1 em células alvo enquanto uma série de
relatérios de acompanhamento (Doranz e outros, Cell, 1986, 85: 1149;
Dragic e outros, Nature, 1996, 381: 667, Choe e outros Q_eﬁ, 1998, 85: 1135;
Deng e outros, Nature, 1986, 381: 661; Alkhatib e outros, Sc;ience, 1‘996,

272: 1955) documentou que os receptores beta-quimiocina CC-CKRS5, CC-
CKR2b e CC-CKR3 foram os co-receptores para HIV-1 M-tropic, os isolados
primarios responsaveis pelo estabelecimento da infecgio.

Como mostrado pelo Grupo 5§ na Tabela 13, verificou-se que
MADb B4 é mais eficaz para a neutralizag@o de isolados primarios de campo
de todos os clados do que a cepa de laboratério T-tropic MN HS. Foi por-
tanto relevante examinar a associacdo ou a falta dos mesmos entre os mel-
horamentos para a afinidade de anticorpos anti-CD4 para rsCD4 como con-
tribuido por um peptideo receptor de guimiocina e atividades de neutraliza-
¢cdo do isolado primario de campo. O peptideo 2047a que representa o
dominio 3 de CC-CKRS5, um co-receptor para isolados primarios de campo
de HIV do tipo M-tropic e quatro anticorpos monocionais anti-CD4 a uma
concentracéo de 0,1 pg/mL com MAbs B4 e M2 tendo atividade de neutrali-
zacao e MAbs EB e J33 em falta dos mesmos foram empregados para este

estudo de melhoramento.
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Como mostrado na Figura 4, apenas os dois anticorpos de neu-
tralizagao (isto €, MAbs B4 e M2) demonstraram meloria significativa de [i-
gacédo de "MAb-rsCD4" por peptideo 2047a em uma maneira dose de-
pendente. Esta melhoria &€ melhor ainda quando 1 pg/mL de peptideo 2047a
foi pré-incubado com 0,25 pg/mL de rsCD4.
Avaliacdo gquantitativa da afinidade meihorada de MAb B4 para a mistura do
rsCD4/peptidec de dominio 3 receptor de quimiocina CC-CKRS em relagao
a rsCb4 sozinho.
Ensaios de inibicdo ELISA o ,
A inibicdo rsCD4-induzida de ligacdo de MADb B4 foi realizada

sobre placas de microtitulo revestidas com rsCD4 (0,25 ug/mL) ou rsCD4
(0,25 pg/mlL) pré-incubadas com CC-CKRS dominioc 3(D3) peptideo 2047a
(1 pg/mL). As concentragoes de ligacdo de ponto final para MAb B4 sobre
rsCD4 e rsCD4/CC-CKR5-D3 cavidades de microtitulo revestidas foram
predeterminadas como 2 pg/mL e 0,1 pg/mL respectivamente, baseado nas
concentracdes de MAb B4 que fornecem leituras de OD4gonm de 1,0 sobre
as respectivas cavidades de microtitulo. A inibicio da ligacio de mAb B4 AS
cavidades de microtitulo respectivamente revestidas foi entdo medida por
pré-incubacdo de amostras diluidas de rsCD4 na faixa de 0 até 10 pg/mL
com MADb B4 nas concentragtes de ponto final de MAb B4 predeterminadas
(isto &, 2 pyg/mL para cavidades revestidas com rsCD4 e 0,1 ug/mL para
cavidades revestidas com rsCD4/CC-CKR5-D3) durante uma hora a
37°Cseguido pelo procedimento padronizado rsCD4 ELISA descrito aqui no
Exemplo 3.

As concentragdes de rsCD4 que dao origem a 50% de inibigéo
(isto &, IC50) de MAb B4-rsCD4 e ligacio de MAb B4-rsCD4/CC-CKR5-D3
foram 0,72 pg/mL e 0,047 ug/mL na presenca da respectiva concentragao
de MAb B4 de 2 pg/mL e 0,1 pg/ml, como mostrado na Figura 5. Assim, a
afinidade melhorada de MAb B4 para rsCD4 misturada com CC-CKR5-D3
(peptideo 2047a) em relagéo aquela de MAb B4 para rsCD4 sozinho pode

ser avaliado quantitativamente como um melhoramento de 15 vezes.
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EXEMPLO 21

Anticorpo Monoclonal Dirigido Contra um Complexo Célula Hospedeira An-

tigeno Compreendendo CD4 Desenvolvido Por Imunizacdo de Camundon-
gos CD1 com SUP-T

Células SUP-T (NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program n° do catalogo 100), uma linhagem de célula T derivada de linfoma
humano, foi usada para imunizar camundongos CD1. A administracao inicial
era de 10 x-108 células em Adjuvante Completo de Freund, aplicado intrap-
eritonealmente. Isto foi seguido por multiplos reforcos de 5-10 x 108 células
administradas intraperitonealmente em um horario bissemanal, como de-
scrito no Exemplo 3. Os ultimos dois reforcos foram dados com Freund
Completos e Incompletos. De outro modo, os reforgos foram de células
lavadas aplicadas em soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS). Foram
realizadas espleneciomias apés a imunizacéo final. Foram preparados
esplendcitos mononucleares, fundidos a células de mieloma de camun-
dongo NS-1, foram obtidos hibridomas e clonados como descrito no Exem-
plo 3.

Os sobrenadantes do hibridoma foram entéo selecionados para
reatividade por rsCD4 ELISA e para reatividade sobre um rsCD4/p2047a
ELISA. O peptideo 2047a (p2047a) é o peptideo de dominio 3 CC-CKRS
descrito nos Exemplos 19, 20 e na Tabela 21. O rsCD4/p2047a ELISA foi
realizado em cavidades de microtitulo revestidas com rsCD4 a 0,25 ug/mL e
p2047a a 1 pg/mL, como otimizado no Exemplo 20. Um dos hibridomas se-
cretou anticorpos, designados como B13, que apresentou um A4g2 de 0,353
sobre o rsCD4 ELISA e um Aggo de 1,526 por rsCD4/p2047a ELISA. Isto &,
B13 apresentou reatividade melhorada de rsCD4/p2047a comparado a rea-
tividade de rsCD4 por ELISA. O hibridoma B13 foi entdo sujeito a mais 10
ciclos de subclonagem pro diluicdo e selegdo. Cada ciclo forneceu clones
que secretou anticorpo monoclonal reativo rsCD4 com reatividade rsCD4/-
2047a melhorada por ELISA. O anticorpo monoclonal B13 (MAb 13) foi
caracterizado como pertencendo ao isotipo 19G2a, o mesmo isotipo que
MAb B4.



10

15

20

118

MAD B13 foi ainda analisado pelo ensaio competitivo por imuno-
fluorescéncia indireta descrito no Exemplo 11 para demonsirar a capacidade
que tem B13 de inibir a ligagdo de MAb B4 ao complexo antigeno de célula
hospedeira que compreende CD4. O MAb B4 biotinilado foi incubado com
células alvo SUP-T que tinham sido pré-incubadas com um sobrenadante
B13 ou anti-soro anti-CD4 de camundongo. As células de controle foram co-
radas a uma intensidade de formagao de cor FITC de 3+ a uma taxa positiva
de 95%. Em confraste, mais do que 95% das célufas SUP-T foram coradas
a uma intensidade de 1,5 até 2,0 apds a pré-incubagzo em anti-CD4 e nao
foi observada formagdo de manchas com células apds a pré-incubagéo com
sobrenadante de B13. Pode ser concluido que como MAb B4, B13 se liga
especificamente com o complexo antigeno de célula hospedeira que com-
preende CD4.

A similaridade de MAb B13 com MAb B4 também foi demon-
strada por uma comparacao de atividade de neuiralizacdo contra isolados
primarios de HIV-1 de diversos clados. As atividades de neutralizagio de
MAb B13 foram comparadas com aquelas de MAb B4 sobre isolados
primarios que representam HIV-1 clados A, B, C, D e E. Os virus, as células
hospedeiras de o Ensaio de Neufralizag&o em Microplaca MT-2 eram como
descritos no Exemplo 13. A similaridade entre as atividades de neutraliza-

¢éo clado-cruzada de B13 e B4 é apresentada na Tabela 24.



Tabela 24
Neutraliza¢&o de Isolados Primarios de HIV-1 de Clados A, B, C, D, E por MAb B13 (Ensaio de Neutralizagdo em Mi-
croplaca MT-2)

Atividade de Neutralizagdo (g /nL)
Anticorpo UG 029 PBL 23135 PBL Z2IM 748 UG 046 UG 266 PBL TH 036 PBL
(Clado A) (Clado B) (Clado C} (Clado D) (Clado D) (Clado E)
50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90%

Mab B13 | 1,07 | 4,35 | 0,42 | 2,2 Jo,12} 0,76 1,23 | 10,5 1,5 14,3 | 0,3% | 0,6%
{ mabBa |o0,45| 0,78 0,13 ) 0,35 | 0,12 0,25 0,28 | 3,73 | 0,65 | 10,2 | 0,08+| 0,5%

O virus de entrada para Th 036 era baixo. Este geralmente fornece uma atividade de neutralizac&o aparente mais alta
do que teria sido obtida se o virus de entrara tivesse sido comparavel aos outros. Portanto, estes resultados sfo uma
demonstragédo qualitativa de atividade de neutralizagéo contra Th 036 e néo devia ser comparado quantitativamente

aos resultados para os outros isolados HIV-1.

61T
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Asn
Glu
Gln

25
Len
Ser

Leu

Asn

Glu
85
Val

Leu
Pro
Pro

Ser
145

Trp
Glu
Lys
Gln

Glu
205
Ala

Lys
Leu
Phe
Gly
Lys

50
Trp
Leu
Val
Phe
Gln
110
Pro
arg
vVal
Thr

Phe
170
Ala

vVal
Lys
Glu

Val
Thr

15
His
Asn
Leu
Asp
Lys

75
Glu

Gly

Gly
Gly

135
Ser

Cys
Lys
Ser
Glu
185

Leu

Arg

val
Cys
Trp
Gln

40
Asn
Gln
Ile
Asp
Leu
100
Gln
Serxr
Lys
Gln
Thr
160
Ile
Ser
Phe
Thr

Ala
220

Leu
Thr

Lys

Asp
Gly

65
Glu
Gln
Thr
Ser
Ser
125
Asn
Leu
Val
Asp
Ile
185
Sexr

Gly

Ser

Gly
Ala
Asn

30
Ser

Arg

Asn

Lys
90
Ala

Leu

Pro
Ile
Glu
150
Leu
Ile
Val
Phe
Ser

210
Ser

122

Lys
Ser
Trp
Phe
Ala

55
Phe
Ser
Glu
Asn
Thr
115
Ser
Gln
Lieu
Gln
Val
175
Tyr
Pro

Gly

Ser

Lys
Gln
Asn
Leu
Asp
Pro
Asp

80
Glu
Ser
Leu
val
Gly
140
Gln
Asn
Val
Lys
Leu
200
Glu

Lys

Gly
Lys
Glin
Thr

45
Ser
Leu
Thr
Val
Asp
105
Thr
Gln
Gly
Asp
Gln

165
Leu

Lys
Ala
Leu

Ber
225

Asp

10
Lys
Ile
Lys
Arg
Ile

70
Tyr
Gln
Thr
Leu
Cys
130
Lys
Ser
Lys
Ala
Glu

180
Phe

Trp
Trp

Thr
Ser
Lys

35
Gly

Ile
Ile
Leu

95
His
Glu
Arg
Thr
Gly
155
Lys
Phe
Gly

Thr

Trp
215
Ile

Val
Tle
ile
Pro
Ser

&0
Lys
Cys
Len
Leu
Ser
120
Ser
Leu
Thr
Val
Gin
1890
Glu
val
Gln

Ile



Phe
vVal
Leu
Gln
265
Glu
Leu
Leu
Leu
Lys
325
Asn

Asp

Val

Leu
38s
Cys
Gln
Gln
Ile

(2)

AsD
230
Thr
Pro
Tyr
Ala
Val
230
Thr
Met
Val
Pro
Ser
380
Leu
Leu
Phe
Arg
ile

410
Cys

Leu
Gln
Leu
255
Lys
Val
Cys
Leu
315

Ser

Glu

Pro
ile
375
Ile
His
Lys

Pro

Lys
Asp
His
Gly
Thr
280
Met
Glu
Ser
Lys
Ala
340
Gln
Thr
val
Gly
Arg
400

His

Asn
Pro
24%
Leu
Ser
Gly
Arg
Val
308
Leu
Arg
Gly
Val
Trp
365

Leu

Leu

Arg_

Leu

Arg
425

Liys
Lys
Thr
Gly
270
Lyvs
Ala
Trp
Lys
Glu
330
Met
Lieu

Ser

Gly

Gly

350
Arg

Leu

Phe

123

Glu
235
Leu
Leu

Asn

.LEU.

Thr
285
Gly
Leu
Lys
Trp
Leu
355
Thr
Gly
Ile
Gln
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Gln
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Gln
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Gln
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Glu
320
Pro
Gln
Glu
Pro
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380
Phe
Ala
Glu

Lys

INFORMACAQ PARA SEQ. ID N°. 2:
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(A) COMPRIMENTO: 15 aminoacidos
(B)

TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear
(i) TIPO DE MOLECULA: peptideo
(xi) DESCRICAO DE SEQUENCIA: SEQ. ID N°. 2:

Ser
Met
Gln
Thr
Gln
285
Leu
Thr
Asn

val

Cys
345
Ser
val
Ala
Phe
Glu
405
Lys

Thr

val
Gly
250
Ala
Leu
Glu
Gln
Ser
310
Lys
Trp
Leu
Asn
Gln
370
Gly

Cys

Lys

Cys
430

Lys
Lys
Leu
Ala
275
Val
Lys
Pro
Glu
val
335
Leu
Ile
Pro
Leu
val
395
Met
Thr

Ser

Arg
240
Lys
Pro
Leu
Asn
Asn
300
Lys
Ala
Leu
Ser
Lys
360
Met
Leu
Arg
Ser
Cys

420
Pro

Phe Phe Leu Leu Thr Arg Ile Leu Thr Ile Pro Gln

Ser lLeu lle

15

5

10
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a produgao de um anticorpo para células T que
expressam CD4, caracterizado pelo fato de que compreende:
a. usar como o imundgeno células T que expressam CD4 selecio-
nadas do grupo que consiste de:
i linfécitos T normais selecionados do grupo que consiste de célu-
las T mononucleares de sangue periférico, timécitos ou esplendcitos; ou
ii. linfoma T ou linhagens de célula T derivadas de leucemia seleci-
onadas do grupo que consiste de SUP-T e HPB-ALL;
b. separar e lavar as células T que expressam CD4 em PBS;
C. imunizar intraperitonealmente um animal selecionado do grupo
que consiste de camundongos BALB/c, camundongos CD1, camundongos
transgénicos, ratos ou macacos rhesus com 5-10 x 106 das células T sepa-
radas e lavadas com PBS em PBS ou adjuvante completo de Freund, segui-
da por multiplos reforgos intraperitoneais a intervalos semanais ou bi-
mestrais com 5-10 x 106 das células T separadas e lavadas com PBS sem
adjuvante durante um total de trés a seis meses, com o ultimo reforgo admi-
nistrado intravenosamente trés dias antes da fus&o para formar hibridomas;
d. testar o soro do animal imunizado para a presencga de anticorpos
monoclonais que ligam-se a rsCD4;
e. realizar esplenectomia sobre o animal imunizado cujo soro tes-
tado positivo na etapa d para obter esplendcitos;
f. fundir os esplendcitos a células de uma linhagem de célula ma-
ligna imortal para formar hibridomas, clonar os hibridomas e selecionar os
hibridomas que secretam anticorpos monoclonais que tém as seguintes ca-
racteristicas:
i. ligacao a rsCD4;
ii. ligacdo a células que expressam CD4 em um ensaio de imuno-
fluorescéncia em que o padrao de ligagdo estd no formato de "coberturas"
quando examinado com um microscopio com fluorescéncia de alta resolu-
Gao;

ii. bloqueio da ligagédo de HIV gp120 a células que expressam CD4;
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iv. ligacdo a células que expressam CD4 previamente ligadas com
HIV gp120;
V. neutralizagdo dos isolados primarios de HIV em um ensaio de

microplaca in vitro a uma concentragao de < 10 ug/mL, de preferéncia a uma

concentragéao na faixa de 0,01 - 10 pyg/mL para 50% de neutralizagéo e 0,1 -
35 pg/mL para 90% de neutralizagéo;

Vi. ligacdo a qualquer um dos quatro dominios extracelulares dos
peptideos de CD4 (SEQ ID NO.: 1) selecionados do grupo consistindo de:
AA1-AA2(, AAg1-AAg2, AA79-AAgg, AAgO-AA109, AA118-AA165, AA235
AAo51, AA2g7-AA351 ou AA3g1-AA375 de CD4 (SEQ ID NO.: 1),

Vii. ligacdo preferencial a rsCD4/receptor de quimiocina sobre
rsCD4; e
viii. afinidade de ligagdo melhorada a rsCD4, na presenga de recep-

tor de quimiocina.

2. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que as caracteristicas dos anticorpos monoclonais secretados tam-
bém compreendem:

iX. fornecer imunidade passiva proveniente de infecgdo por isolados
primarios de HIV ou SIV a primatas ou camundongos hu-PBL-SCID a um
EDsq de <560 mg/kg.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o receptor de quimiocina é o peptideo CC-CKR5 D3.

4. Processo de acordo com a reivindicagéao 1, 2 ou 3, caracteri-
zado pelo fato de que as células que expressam CD4 sao células SUP-T.

5. Processo de acordo com a reivindicacao 1, 2 ou 3, caracteri-
zado pelo fato de que as células que expressam CD4 sao células HPB-ALL.

6. Processo de acordo com a reivindicacao 1, 2 ou 3, caracteri-
zado pelo fato de que o animal é camundongo BALB/c ou CD1.

7. Processo de acordo com a reivindicacao 1, 2 ou 3, caracteri-
zado pelo fato de que o animal é um camundongo transgénico contendo se-
giéncias humanas de transgene que codificam uma cadeia humana pesada

e uma cadeia humana leve.



FIG.1 Seqiiéncia de Aminoacido Deduzida de CD4 Humano ( Seqgiiéncia 1D N°.: 1)
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FIG. 4

Afinidade Melhorada de rsCD4 por Anticorpos Neutralizadores Anti-CD4 por Peptideo de

Dominio 3 Receptor de Quimiocina CC-CKR5
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FIG. 5

Afinidade Melhorada de MAb B4 para rsCD4 por Peptideo de Dominio 3
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