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USOS PARA OS MESMOS". A presente invengdo se relaciona aos polipeptideos derivados de anticorpos de dominio nico de
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ANTICORPOS DE DOMINIO UNICO DIRECIONADOS CONTRA O

FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA E USOS PARA OS MESMOS.

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencdo se refere aos polipeptideos que
compreendem um ou mais anticorpos de dominio Unico
direcionados para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa). A presente invencdo, adicionalmente, se relaciona ao
uso, diagnéstico e terapia. Tais anticorpos podem ter uma
seqiiéncia com estrutura de homologia elevada para as
seqliéncias da estrutura humana.

Sdo descritas composicdes compreendendo anticorpos
para o fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) sozinhos ou
em combinacdo com outras drogas.

FUDAMENTOS DA INVENCAO

Acredita-se que o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa) possui um importante papel em véarias doengas, por
exemplo, em doencas inflamatérias tais como artrite
reumdtica, doenca de Crohn, colite ulcerosa e esclerose
maltipla. O TNF-alfa e os receptores (CD120a, CD120b) foram
estudados detalhadamente. O TNF-alfa na sua forma biocativa é
um trimero e as cavidades formadas pelas subunidades
vizinhas sdo importantes para a interacdo do receptor de
citocina. As diversas estratégias para antagonizar acdo da
citocina foram desenvolvidas e s3do presentemente usadas para

tratar varios tipos de doengas.
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seietividade suficiente ao TNF-alfa pode ser um eficiente
composto farmacéutico profildtico ou terapéutico para
prevenir ou tratar doengas &s quais o TNF-alfa é tido como o
agente causador. Métodos de tratamento de choque téxico (EP
486526), regressdo do tumor, inibigdo do citotoxicidade (US
6448380, US 6451983, US 6498237), doencas auto-imunes tal
como RA e doenca de Crohn (EP 663836, US 5672347, US
5656272), transplante versus a reagao do receptor (US
5672347), meningite bacteriana (EP 585705) por meio de um
anticorpo para o TNF-alfa, foram descritos.

Contudo, nenhumas das drogas presentemente disponiveis
sdo completamente eficazes para o tratamento de doenga auto-
imune, e a maioria s&o limitadas devido a alta toxicidade.
Adicionalmente, é extremamente dificil e um processo longo
desenvolver uma entidade quimica nova (NCE) com
potencialidade e seletividade suficientes a tal seqiiéncia
alvo. Por outro lado, terapia baseada em anticorpos n&o tem
um potencial significativo como as drogas porque tém
especificidade delicada a seu alvo e baixa toxicidade
inerente. Além deste, o tempo de desenvolvimento pode ser
consideravelmente reduzido quando comparado ao
desenvolvimento de entidades quimicas novas (NCE's).

Entretanto, os anticorpos convencionais s&o dificeis
de ir contra as proteinas multemporica onde o dominio do

receptor-ligante do ligante ¢é encaixado em uma cavidade,
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como € o caso do TNF-alfa. Os anticorpos de cadeia pesadd,
descritos na invencgdo que sdo derivados de camelideo sao
conhecidos por ter propensdo a cavidade de 1ligagdo
(W097/49805; Lauwereys et. al, EMBO J. 17.5312, 1998)).
Conseqientemente, tais anticorpos de cadeia pesada sao
inerentemente servidos para ligar os dominios de ligacgao do
receptor de tais ligantes como TNF. Adicionalmente, tais
anticorpos sdo conhecidos por serem estaveis por um longo
periodo de tempo de tempo, conseqientemente aumentando sua
duracdo de armazenagem (Perez et. al, biochemistry, 40, 74,
2001). Além deste, tais fragmentos de anticorpo da cadeia
pesada podem ser produzidos em massa no digestor usando
sistemas de expressdo baratos comparados a fermentacdo da
cultura de células de mamifero, tal como as leveduras ou oS
outros microorganismos (EP 0 698 097).

O uso dos anticorpos derivados das fontes, tais como
ratos, carneiros, cabras, <coelhos e etc., e derivados
humanizados destes como um tratamento para as condig¢des que
requerem uma modulagdo de inflamacdo é problemdtico por
diversas razdes. Os anticorpos tradicionais ndo s&do estéveis
na temperatura ambiente, e tém que ser refrigerado para a
preparagdao e O armazenamento, requerendo equipamento
laboratorial refrigerado necessario para o armazenamento e o
transporte, o que contribuem para o aumento do tempo e
despesa gastos. A refrigeracdo as vezes ndo é praticada em

alguns paises. Além deste, a fabricacdo ou a producdo em
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pequena escala dos ditos anticorpos s&o dispendiosas porq
os sistemas de células do mamifero necessarios para a
expressdo de anticorpos intactos e ativos requerem elevados
niveis de sustentacdo em termos do tempo e equipamento, e oOs
rendimentos s3o muitos baixos. Além deste, o grande tamanho
dos anticorpos convencionais, restringe a penetragdao no
tecido, por exemplo, no local do tecido inflamado.
Adicionalmente, o0s anticorpos tradicionais tém uma atividade
obrigatoriamente depende do pH, e entdo sdo inadequados para
o uso em ambientes fora da escala fisiolégica usual do pH
como, por exemplo, no tratamento do sangramento gastrico, a
cirurgia géstrica. Além deste, os anticorpos tradicionais
sdo instdveis a Ph baixos ou altos e entdo ndo é apropriado
para a administracgdo oral. Entretanto, foi demonstrado que o
anticorpo camelidio resiste a condig¢des dificeis, tais como
ph extremos, reagentes de destruicdo e altas temperaturas
(Dumoulin et. al, Protein Science 11, 500, 2002), assim
fazendo-os apropriados para administracdo oral. Além deste,
os anticorpos tradicionais tém uma atividade de ligagdo, que
depende da temperatura, e logo sdo inadequados para O uso
nos ensaios ou kits realizado§ em escalas de temperatura
biologicamente ativos da parte externa das temperaturas (por
exemplo, 37 % 20°C).

Os polipeptideos terapéuticos e em particular os
terapéuticos baseados em anticorpos tem um potencial

significante como drogas porque tém especificidade delicada
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a seu alvo e uma toxicidade inerente baixa. Entretaﬁ%ﬁﬁﬁy
destinatdrio versado sabe que um anticorpo que foi obtido
para um alvo terapéutico Util requer modificagdo adicional a
fim de prepard-lo para terapia humana, de modo a evitar uma
reacdo imunoldgica n&o desejada em um individuo humano sob a
administragdo deste. O processo da modificagdo é normalmente
denominado de "humanizagd&o". Uma pessoa versada sabe que os
anticorpos aumentam a espécie, diferentemente dos seres
humanos, requer humanizagdo para aumentar os anticorpos
terapeuticamente Uteis nos seres humanos ((1) os CDR
grafting: Protein Design Labs: US 6180370, US 5693761;
Genentech US 6054297; Celltech: EP 460167, EP 626390, US
5859205; (2) Veneeering: Xoma: US 5869619, US 5766886, US
5821123). Existe a necessidade de um método para produzir
anticorpos que evita a exigéncia de substancial humanizacéo,
ou que completamente torna dbvia a necessidade de
humanizacdo. Existe a necessidade de uma nova classe de
anticorpos que definam regides da estrutura ou residuos do
aminodcido e que podem ser administrados a um sujeito humano
sem a exigéncia de substancial humanizag¢do, ou a necessidade
de humanizac¢do em tudo.

Um outro inconveniente importante dos anticorpos
convencionais é que sdo moléculas grandes complexas e
conseqiientemente relativamente instéaveis, e elas sao
sensiveis a avaria por proteases. Isto significa que as

drogas de anticorpos convencionais nao podem ser

-G
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administradas por via oral, sublingual, tépica, né@hgs
vaginal, retal ou por inalagdo porque nao sao resistentes a
baixo pH neste meio, a agdo de proteases por estes meios e
no sangue e/ou por causa de seu grande tamanho. Elas tém que
ser administradas por injecgéo (de modo intravenoso,
subcutédneo, etc.) para superar alguns destes problemas. A
administragéo por injecao requer o treinamento de
especialistas para usar uma seringa ou agulha hipodérmica
corretamente e com seguranca. Isto adicionalmente requer
equipamento esterilizado, uma formulacgao liquida do
polipeptideo terapéutico, embalagem de frasco do dito
polipeptideo na forma esterilizada e estéavel e, um local
apropriado para a entrada da agulha no paciente. Além deste,
0 paciente geralmente ©passa por uma pressdo fisica
psicolégica antes e apds receber a injecdo.

Conseqlientemente, existe a necessidade de um método
para a entrega de polipeptideo terapéutico que evita a
necessidade de 1injegcdo que sdo ndo somente economiza
tempo/custo, mas que também seja conveniente e mais
confortavel para o paciente.

Anticorpos baseados em dominio Unico teurapéutico tém
potencial significativo como drogas porque tém
especificidade delicada a seu alvo e baixa toxicidade
inerente. Entretanto, melhorar ainda sua afinidade
intrinseca e funcional pode levar aos muitos beneficios para

um paciente tal como uma dose reduzida da terapia,
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tratamento mais rapido, e efeitos colaterais reduzidos.

OBJETIVOS DA INVENGAO

E um objetivo da presente invengdo fornecer os
polipeptideo que compreendem um ou mais Gnico anticorpos de
dominio Unico que 1liga ao TNF-alfa, homélogos dos ditos
polipeptideos, partes funcionais homdélogas dos ditos
polipeptideos. Os ditos polipeptideos modificam a atividade
bioldégica do TNF-alfa ao ligar. Tais polipeptideos podem se
ligar na cavidade receptor-ligante do TNF-alfa, ou nao podem
ndo se ligar na cavidade do receptor ligante. Tais
polipeptideos sdo anticorpos de dominio unico.

E um objetivo adicional da presente invencdo fornecer
anticorpos de dominio uUnico que podem ser de qualquer
técnica, ou qualquer anticorpo de dominio udnico do futuro.
Os exemplos incluem, mas ndo se limitam a anticorpos de
cadeia pesada, anticorpos naturalmente desprovidos de
cadeias leves, anticorpos de dominio UuUnico derivados de
anticorpos convencionais de cadeia-4, anticorpos projetados
e estruturagdes de dominio uUnico a excegdo daqueles
derivados de anticorpos. De acordo com um aspecto da
invengdo, um anticorpo de dominio wUnico como usado aqui é
uma ocorréncia natural do anticorpo de dominio Gnico
conhecido como anticorpo de cadeia pesada, desprovido de

cadeia leve (WO 9404678). Para maior clareza, este dominio
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varidvel derivado de um anticorpo de <cadeia bﬁg%mﬁsﬁv
desprovida de cadeia leve é chamado VHH ou nanobody® para
distingui-lo do VH convencional de quatro cadeias de
imunoglobulinas. Tal molécula de VHH pode ser derivada de
anticorpos surgidos na espécie camelideo, por exemplo,
camelo, lhama, dromedario, alpaca e guanaco.

E um objetivo adicional da invencdo fornecer um método
para administrar anti-TNF-alfa de modo intravenosa,
subcuténea, oral, sublingual, tépica, nasal, vaginal, retal
ou por inalagéo.

E um objetivo adicional de a invencdo alcancar a

afinidade ligante do anticorpo de dominio unico monovalente.

RESUMO DA INVENGAO

Uma modalidade da presente invengdo é um polipeptideo
anti-TNF-alfa que compreende pelo menos um anticorpo de
dominio Gnico anti-TNF-alfa. Uma outra modalidade da
presente 1invengdo € um polipeptideo anti-TNF-alfa como
descrito acima no qual um anticorpo de dominio unico
corresponde a uma seqiéncia representada por qualquer SEQ ID
n°: 1 a 16 e 79 a 84.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima compreendendo
ainda pelo menos um anticorpo de dominio Unico direcionado

contra a proteina do soro.
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Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um 87
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima no qual a
dita proteina do soro ser qualquer albumina do soro,
imunoglobulinas do soro, proteina 1ligante da tiroxina,
transferrina, ou fibrinogénio.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima no qual
anticorpo de dominio uUnico da proteina anti-soro de dominio
unico corresponde a seqiiéncia representada por qualquer uma
das SEQ ID n°: 26 a 29 e 85 a 97.

Uma outra modalidade da presente invengcdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima
correspondente a seqliéncia representada por qualquer uma das
SEQ ID n°: 30 a 43.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima compreendendo
também pelo menos um anticorpo de dominio uUnico selecionado
do grupo que consiste de anticorpo de dominio uUnico anti-
IFN-gama, anticorpo de dominio unico receptor do anti-TNF-
alfa e anticorpo de dominio Unico receptor do anti-IFN-gama.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, no qual o
nimero de anticorpos de dominio Unico, direcionados contra o
TNF-alfa, é pelo menos dois.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um

polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima que
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das SEQ ID n°: 73 a 76.

Uma outra modalidade da presente inveng¢do é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, no qual pelo
menos um anticorpo de dominio unico é um camelideo VHH
humanizado.

Uma outra modalidade da presente invengao €& um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, no qual um
camelideo VHH humanizado corresponde a uma seqiliéncia
representada por qualquer uma das SEQ ID n°: 17 a 19 e 21 a
24.

Uma outra modalidade da presente invengdo é uma
composigdo que compreende um polipeptideo anti~-TNF-alfa como
descrito acima e pelo menos um anticorpo de dominio uUnico
selecionado do grupo que consiste de anticorpo de dominio
unico anti-IFN-gama, anticorpo de dominio Unico receptor do
anti-TNF-alfa e anticorpo de dominio Unico receptor do anti-
IFN-gama, para as administra¢des simultdneas, separadas ou
seqienciais a um paciente.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, ou uma
composigdo como descrita acima, na qual pelo menos um
anticorpo de dominio Unico anti-IFN-gama que corresponde a
uma sequiéncia representada por qualquer uma das SEQ ID n°:
44 a 72.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um
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polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, ou‘}ﬂmﬁrvﬁ

composicdo como descrita acima, na qual o dito anticorpo de

dominio tnico é uma seqiiéncia homdéloga, uma parte funcional,

ou uma parte funcional de uma seqiiéncia hombéloga do

anticorpo de dominio Gnico de comprimento completo.

Uma outra modalidade da presente invencgéo é
polipeptideos anti-TNF-alfa como descrito acima, ou uma
composigdo como descrita acima, na qual o polipeptideo anti-
TNF-alfa é uma seqiéncia homéloga, uma parte funcional, ou
uma parte funcional de uma seqliéncia homéloga do
polipeptideo anti-TNF-alfa de comprimento completo.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, ou uma
composigcdo como descrita acima, na qual pelo menos um
anticorpo de dominio unico é um camelideo VHH.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um acido
nucléico que codifica um polipeptideo anti-TNF-alfa como
descrito acima.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um método
para identificar um agente que modula a 1ligagdo de um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, ao fator de
necrose tumoral alfa que compreende as etapas de:

(a) contatar um polipeptideo anti-TNF-alfa como
descrito acima com um alvo que seja fator de necrose tumoral
alfa, na presenga e na auséncia de um candidato modulador

sob condigdes permitir a ligagdo entre polipeptideo e dito
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(b) medir a ligagdo entre o polipeptideo e o alvo da
etapa (a), na qual uma diminuigdo na ligagdo na presenga do
dito candidato modulador em relagdo a ligagdao na auséncia do
dito candidato modulador, o dito candidato modulador
identificado como um agente que modula a ligagao do fator de
necrose tumoral alfa para seu receptor.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um método
para identificar um agente que modula doengas mediadas pelo
fator de necrose tumoral alfa através da 1ligagdo de um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima para o fator
de necrose tumoral alfa compreendendo:

(a) contatar um polipeptideo anti-TNF-alfa, como acima
descrito, com um alvo que seja fator de necrose tumoral
alfa, na presenga e na auséncia de um candidato modulador
sob condigbdes que permitem a ligagdo entre o dito
polipeptideo e o alvo, e

(b) medir a ligagdo entre o polipeptideo e o alvo da
etapa (a), na qual uma diminuig¢do na ligag¢do na presenga do
dito candidato modulador, em relagcdo a ligagdo na auséncia
de dito candidato modulador identificado, o dito candidato
modulador como um agente que modula doengas mediadas pelo
fator de necrose tumoral alfa.

Uma outra modalidade da presente invengdao é um método
para identificar um agente que modula a ligagdo do fator de

necrose tumoral alfa a seu receptor através da ligagdo de um
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polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito ac:.m&'}:;{é;u'é
compreende:

a) contatar um polipeptideo anti-TNF-alfa de como
descrito acima com um alvo que seja Fator de necrose tumoral
alfa, na presenga e na auséncia de um candidato modulador
sob condigdes permitir a ligac¢do entre polipeptideo e dito
alvo, e

(b) medir a ligagdo entre o polipeptideo e o alvo da
etapa (a), na qual uma diminuig¢&o na ligag¢do na presenga do
dito candidato modulador em relacdo a ligag¢do na auséncia do
dito candidato modulador, o0 dito candidato modulador
identificado como um agente que modula a ligagdo do fator de
necrose tumoral alfa para seu receptor.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um kit
para selecionar agentes que modulam as doengas mediadas pelo
fator de necrose tumoral alfa que compreendem um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima e o fator de
necrose tumoral alfa.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um agente
desconhecido que modula a ligagdo de um polipeptideo anti-
TNF-alfa como descrito acima para o fator de necrose tumoral
alfa, identificado de acordo com o método descrito acima.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um agente
desconhecido que modula doen¢as mediadas pelo fator de
necrose tumoral alfa, identificado de acordo com os métodos

descritos acima.
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Uma outra modalidade da presente inveng¢do é um agente
desconhecido como descrito acima, onde a dita desordem é uma
ou mais entre inflamagdo, artrite reumdtica, doenca de
Crohn, colite ulcerosa, sindrome inflamatéria de Bowel e
esclerose multipla.

Uma outra modalidade da presente 1invengdo é o
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima, ou um &acido
nucléico como descrito acima, ou uma composigdo como
descrita acima, ou um agente como descrito acima para trata
e/ou prevenir e/ou aliviar as doencas que se relacionam aos
processos inflamatérios.

Uma outra modalidade da presente invengdo & o uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou um
acido nucléico como descrito acima, ou uma composig¢do como
descrita acima, ou um agente como descrito acima para a
preparagdo de um medicamento para tratar e/ou de prevenir
e/ou que alivia as doengas que se relacionam as reacgdes
inflamatérias.

Uma outra modalidade da presente invengéo é
polipeptideos anti-TNF-alfa como descrito acima ou uma
composigdo como descrita acima, para tratar e/ou prevenir
e/ou aliviar as doengas suscetiveis a modulagdo por uma
substancia modulante do TNF-alfa que seja capaz passar
através do ambiente gadstrico sem que a substdncia seja
inativada.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um uso de
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um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
composig¢do como descrita acima de, para a preparagdo de um
medicamento para tratar, impedir e/ou aliviar os sintomas de
doencgas suscetiveis a modulagdo por uma substdncia modulante
TNF-alfa que seja capaz de passar de por um ambiente
gastrico sem inativar a substancia.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou uma
composigao como descrita acima, para tratando e/ou
prevenindo e/ou aliviando as doeng¢as suscetiveis a modulagéo
por uma substdncia modulante TNF-alfa entregue ao trato
vaginal e/ou retal.

Uma outra modalidade da presente inveng¢do é um uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
composigdo como descrita acima de, para a preparagdo de um
medicamento para tratar e/ou prevenir e/ou aliviar de
doengas suscetiveis a modulagdo por uma substlncia modulante
TNF-alfa liberada para o trato vaginal e/ou retal.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou uma
composigdo como descrita acima para tratar e/ou prevenir
e/ou aliviar as doengas suscetiveis & modulacdo por uma
substadncia modulante TNF-alfa liberada para o nariz, trato
respiratério superior e/ou o pulmio.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um uso de

um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
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composigdo como descrita acima para a preparagdo de
medicamento para tratar, impedir e/ou aliviar os sintomas as
doencas suscetiveis a modulagdo por uma substdncia modulante
TNF-alfa liberada para o nariz, trato respiratdério superior
e/ou o pulméao.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou uma
composig¢do como descrita acima para tratar e/ou prevenir
e/ou aliviar de doengas suscetiveis a modulagdo por uma
substancia modulante TNF-alfa 1liberada para a mucosa
intestinal, na qual a dita desordem aumenta a permeabilidade
da mucosa intestinal.

Uma outra modalidade da presente invengdo é o uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
composigdao como descrita acima para a preparagido de um
medicamento para tratar, impedir e/ou aliviar de doencgas
suscetiveis a modulagdo por uma substdncia modulante TNF-
alfa liberada para a mucosa intestinal, na qual a dita
desordem aumenta a permeabilidade da mucosa intestinal.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa <como descrito acima ou uma
composigao como descrita acima para tratar e/ou prevenir
e/ou aliviar de doengas suscetiveis & modulagdo por uma
substancia modulante TNF-alfa, a qual é capaz de passar
efetivamente por baixo do tecido da lingua.

Uma outra modalidade da presente invencdo é o uso de
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um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
composicdo como descrita acima para a preparagdo de um
medicamento para tratar e/ou prevenir e/ou aliviar de
doengas suscetiveis a modulagdo por uma substdncia modulante
TNF-alfa, a qual é capaz de passar efetivamente por baixo do
tecido da lingua.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou uma
composi¢do como descrita acima para tratar e/ou prevenir
e/ou aliviar as doengas suscetiveis a modula¢do por uma
substdncia modulante TNF-alfa, a qual é capaz de passar,
efetivamente, através da pele.

Uma outra modalidade da presente invengao é o uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima ou de uma
composigcdo como descrita para a preparagdo de um medicamento
para tratar e/ou prevenir e/ou aliviar as doencas
suscetiveis a modulagdo por uma substdncia modulante TNF-
alfa, a qual é capaz de passar, efetivamente, através da
pele.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um método
como descrito acima, um kit como descrito acima, um &cido
nucléico ou um agente como descrito acima, um uso de um
acido nucléico ou um agente como descrito acima, uma
composigdao como descrita acima, uso de uma composig¢do como
descrita acima, um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito

acima, uso de um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito
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acima, onde as ditas doengas ser inflamacgdes, artrite
reumdtica, doenca de Crohn, colite ulcerosa, sindrome
inflamatéria de Bowel, esclerose mualtipla, doenca de
Addison, hepatite auto-imune, parotidite auto-imune,
diabetes do tipo I, epididimite, glomerulonefrite, doenc¢a de
Graves, sindrome de Guillain-Barré, doenga de Hashimoto,
anemia hemolitica, ldapus eritematoso sistémico,
infertilidade masculina, esclerose multipla, miastenia
grave, Pénfigo, psoriase, febre reumatica, artrite
reumdtica, sindrome de sarcoidose, escleroderma, sindrome de
Sjogren, espdndilo artropatias, tireoidite, e vasculites.

Uma outra modalidade da presente invengcdo € uma
composi¢cdo que compreende um acido nucléico ou um agente
como descrito acima, um polipeptideo anti-TNF-alfa como
descrito acima, ou uma composig¢do como descrita acima, e um
veiculo farmacéutico apropriado.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um método
para diagnosticar uma doenca definida pela disfuncdo do
fator de necrose tumoral alfa, compreendendo:

(a) contatar uma amostra com um polipeptideo anti-TNF-
alfa como descrito acima,

b) detectar a ligag¢do do dito polipeptideo para a dita
amostra, e

(c) comparar a ligagdo detectada na etapa (b) com um
padrdao onde a diferenga na ligacdo em relacdo a dita amostra

€ diagnosticada de uma desordem definida pela disfuncdo do
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fator de necrose tumoral alfa.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um kit

usando um

para selecionar uma doenga como citada acima,

método como descrito acima.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um kit

5
como citada acima de

para selecionar uma doenga

compreendendo um polipeptideo anti-TNF-alfa isolado como

descrito acima.
Uma outra modalidade da presente invengdo é o uso do

como descrito acima para a

polipeptideo anti-TNF-alfa

purificagdo do dito fator de necrose alfa.

Uma outra modalidade da presente invengdo é o uso de
para

10

um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima,

inbir a interagdo entre o fator de necrose tumoral alfa e um

ou mais receptores do fator de necrose tumoral alfa.

15
Uma outra modalidade da presente invengdo é um método

para produzir um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito

acima compreendendo as etapas de:
(a) obter o DNA duplex que codifica um camelideo VHH

direcionado ao fator de necrose tumoral alfa,

(b) clonar e expressar o DNA selecionado na etapa (b).

e

20

Em uma modalidade da presente invengdo é um método

para produzir um polipeptideo anti-TNF alfa como descrito

acima compreendendo as etapas de:
(a) cultivar as células hospedeiras que compreendem o

25
acido nucléico capaz de codificar um polipeptideo anti-TNF-
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alfa de qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11, 13 a 16, sob
cbndigées que permitam a expressao do polipeptideo, e

(b) recuperar o polipeptideo produzido da cultura.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um método
como descrito acima, onde células hospedeiras sao
fermentdveis ou bacterianas.

Uma outra modalidade da presente invengcdo é um kit
para selecionar qualquer inflamacdo, artrite reumdtica,
doenca de Crohn, colite ulcerosa, sindrome de Dbowel
inflamatérias ou esclerose miltipla compreendendo um

polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito acima.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS E DAS TABELAS

Figura 1, alinhamento do VHH’s TNF anti-humano como
descrito no exemplo 1. |

Figura 2, séries de diluigdes do VHHs TNF-alfa anti-
humano como testado na ELISA de acordo com o exemplo 1.

Figura 3, efeito antagdénico do VHH como determinado no
ensaio de citotoxicidade wusando a linha KYM de células
humanas de acordo com o exemplo 1.

Figura 4, ensaio de ligagdo do receptor in vitro do
tipo selvagem VHH#12B e mutante A74S+Y76N+K83R+P84A

Figura 5, ensaio da ligacdo do receptor in vitro do
tipo selvagem VHH#12B e mutante 1lE + Q5LA74S + de Y76N + de
K83R + de P84A

Figura 6, ligagcdo em ensaio ELISA do tipo selvagem
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VHH#3E e mutante VHH &%S,\ﬁﬁ*

Figura 7, ensaio de ligagdo do receptor in vitro do
tipo selvagem e mutante VHH#3E

Figura 8, alinhamentos dos TNFs anti-rato antagdnicos
como descrito no exemplo 3.

Figura 9, efeito antagbnico do VHH TNF anti-rato como
determinado no ensaio de citotoxicidade usando na linha de
células murine L929 de acordo com o exemplo 3.

Figura 10, insercdo de EcoR1-HindIII do vetor pAX1ll
(espinha dorsal pUCl19) para a producdo do VHH bivalente ou
biocespecifico.

Figura 11, PAGE corada com coomassie (15%) do IMAC
purificado mono-(lane 8), bi- (lane 1), tri-(faixas 2,3 e 5)
e tetravalente (faixas 4, 6 e 7) VHH anti-TNFa.

Figura 12, cromatograma da andlise ©por gel de
filtracdo em superdex 75HR do VHH mono-, bi-, tri e
tetravalente.

Figura 13, comparagdo das caracteristicas antagdbnicas
da forma mono-, bi -, tri- e tetravalente do VHH TNF anti-
humano com os produtos clinicamente usados Remicade e
Enbrel.

Figura 14, o comportamento antagbénico do VHH mono- e
bivalente direcionados contra TNF alfa do rato.

Figura 15, PAGE corada com coomassie da fusdo derivada
de VHH-Fc do LgGl descrita no exemplo 4.

Figura 16, eficdcia antagénica da fusdo derivada de
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VHH-Fc do VHH#3E comparado com o formato bivalente de VHH#3E
como determinado no bioensaio.

Figura 17, ELISA de referéncia e pepsina tratada TNF3E
a pH2.2, pH3.2 e pH4.2 (100% é o sinal medido em uma
diluicdo de 1/100)

Figura 18, ajuste experimental.

Tabela 1, lista da seqiiéncia de aminodcido dos
peptideos dos aspectos da presente invencdo direcionados
contra o TNF-alfa.

Tabela 2, lista das reacgdes da metagénese, mutagénico
primdrio e moldes usados para a mutagénese do VHH#12B.

Tabela 3, lista das reacdes da metagénese, de
iniciador metagénico e placas usadas para a metagénese do
VHH#3E.

Tabela 4, Vista geral do VHH do tipo humanizado e
selvagem.

Tabela 5, albumina de soro anti-rato e albumina de
soro + TNT-alfa.

Tabela 6, lista da seqliéncia de aminodcido dos VHH’s
direcionados contra o IFN-gama humano.

Tabela 7, seqliéncias bivalente do VHH (BIV 3E,
BIV#m3F), trivalente (TRI3E) ou tetravalente (TETRA 3E) das
seqliéncias direcionadas contra TNF-alfa.

Tabela 8, homologias fraciondrias entre as seqiiéncias

de aminodcido da albumina do soro VHHs anti-rato da
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invencéo.
Tabela 9, homologias fraciondrias entre o VHHs anti-
TNF-alfa da invencéao.
Tabela 10, porcentagem das homologias fracionarias
entre o VHHs anti-IFN-gama da invencgéo.

Tabela 11, programagdo do tratamento.

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo se relaciona a um polipeptideo de
fator de necrose alfa (TNF-alfa) antitumor compreendendo um
ou mais anticorpos de dominio unico que s&do direcionados
contra o TNF-alfa. A invencdo também se relaciona aos &acidos
nucléicos capazes de codificarem os ditos polipeptideos.

Os anticorpos de dominio Gnico cujas regides
determinantes complementares sdo parte de polipeptideo de
dominio unico. Os exemplos incluem, mas ndo se limitam aos
anticorpos de cadeia pesada, anticorpos naturalmente
desprovidos de cadeias leves, anticorpos de dominio unico
derivados de anticorpos convencionais de 4-cadeia,
anticorpos projetados e estruturacdées de dominio uUnico a
excegdo daqueles derivados dos anticorpos. Os anticorpos de
dominio tdnico podem ser algum da arte, ou todos os
anticorpos de dominio Unico futuros. Os anticorpos de
dominio uUnico n&do podem ser derivados de qualquer espécie

incluindo, mas ndo se limitando a rato, ser humano, camelo,
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lhama, cabra, coelho, bovideos. De acordo com um aspecé%ﬁdgg'@¥
invencdo, anticorpos de dominio tunico como aqui usado sé&o
ocorréncias naturais de anticorpo de dominio unico conhecido
anticorpo de cadeia pesada desprovido de cadeias leves. Tais
anticorpos de dominio Unico sdo divulgados no WO 94/04678,
por exemplo. Para maior clareza, este dominio variavel
derivado de um anticorpo <cadeia pesada naturalmente
desprovido de cadeia leve é aqui conhecido como VHH ou
nanobody para distingui-lo do VH convencional de quatro
cadeias de imunoglobulina. Tal molécula de VHH pode ser
derivada de anticorpos surgidos da espécie de camelideo, por
exemplo, no camelo, dromedario, lhama, alpaca e guanaco.
Outra espécie além de camelideo pode produzir anticorpos de
cadeia pesada naturalmente desprovido de cadeia leve; tais
VHHs estdo dentro do escopo da invencdo. VHHs, de acordo com
a presente invencéo.

De acordo com a presente invencdo os VHHs conhecidos
daqueles versados na arte sdo direcionados aos dominios
varidveis derivados de <cadeia pesada imunoglobulina e
naturalmente desprovidos de cadeias leves tais como aqueles
derivados de camelideo como descritos no WO 94/04678 (e
referidos aqui como dominios VHH ou nanocorpos). As
moléculas de VHH s&o cerca de 10x menor do que as moléculas
de IgG. Elas s&do polipeptideo Unicos e muito estaveis
resistentes a condigdes extremas de pH e temperatura. Além

deste, sao resistentes a acdo das proteases que ndo s&o
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alojamentos de anticorpos convencionais. Além deste, a
expressdo de VHHs in vitro produz um elevado rendimento e
VHHs funcional corretamente. Adicionalmente, os anticorpos
gerados em camelideo reconheceréo 0s determinantes
antigénicos a excecdo daqueles reconhecidos pelos anticorpos
gerados em vitro através do uso de bibliotecas do anticorpo
ou através da imunizacdo dos mamiferos com excecdo aos
camelideos (WO 9749805). Assim, o VHH’s anti-TNF-alfa pode
interagir de modo mais eficiente com o TNF-alfa do que com
os anticorpos convencionais, obstruindo assim sua interacao
com o receptor TNF-alfa de modo mais eficiente.

De acordo com a invencdo, o TNF-alfa é derivado de
qualquer espécie. Os exemplos das espécies relevantes a
invencdo incluem os coelhos, cabras, ratos, camundongos,
vacas, Jjumentos, camelos, lhamas, macacos, asnos, porquinho
da 1india, galinhas, carneiros, cédes, gatos, cavalos, e
preferivelmente seres humanos.

O TNF-alfa é também um fragmento do TNF-alfa, capaz de
eliciar uma resposta imune. o TNF-alfa é também um fragmento
do TNF-alfa, capaz de ligar um anticorpo de dominio unico
levantado contra o TNF-alfa de comprimento cheio. Um
anticorpo de dominio uUnico direcionado contra o meio de
anticorpo de dominio uUnico TNF-alfa que é capaz de ligar ao
TNF-alfa com uma afinidade melhor do que 107® M.

Uma modalidade da presente invencdo é um polipeptideo

anti-TNF, no qual os anticorpos de dominio Unico compreendem
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camelideo VHH direcionado contra o TNF-alfa.
Un ou o mais anticorpos de dominio Unico do
polipeptideo anti-TNF que sdo direcionados contra um TNF-
alfa podem ser da mesma seqiéncia. Alternativamente, todos
ndo podem ter a mesma seqiéncia. Estd dentro do escopo da
invengcdo que um polipeptideo anti-TNF compreende anticorpos
de dominio unico anti-TNF-alfa, onde nem todos compartilham
da mesma seqiiéncia, mas que sao direcionados contra © mesmo
alvo, um ou mais antigeno dos mesmos

Uma outra modalidade da presente invengcdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa, no qual um anticorpo de dominio
unico corresponde a uma seqiéncia representada por qualquer
uma das SEQ ID n°: 1 a 16 e 79 a 84 como mostrado na tabela
1. As ditas seqiiéncias sdo derivadas de anticorpos de cadeia
pesada de camelideo (VHHs) que s&o direcionados contra o
TNF-alfa.

A presente invencdo adicionalmente se relaciona a um
polipeptideo anti-TNF-alfa, no qual o dito anticorpo de
dominio Unico é um VHH direcionado contra o TNF-alfa, no
qual o VHH pertence a uma classe que tem seqiliéncia
semelhante a humana. A classe é caracterizada por o VHHs
carregar um aminodcido do grupo que consiste de glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina,prolina, fenilalanina,
tirosina, do triptofano, metionina, serina, threonina,
asparagina, glutamina na posicgcd&o 45, tal como, por exemplo,

L45 e um triptofano na posigdo 103, de acordo com a
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numeracdo de Kabat. A nova classe de camelideo de anticorpos
de dominio Unico, descrita nesta invencdo (tabela 1, exemplo
1) é representada por VHH#2B (SEQ ID n°: 3) e VHH#12B (SEQ
ID n® 14) que contém os residuos hidrofdébicos em FR2 em
combinacdo com o residuo hidrofdébico triptofano na posigéao
103.

Outras classes semelhantes a humana de anticorpos

camelideos de dominio uUnico representadas pela seqiéncia

VHH#1A (SEQ ID n° 1), VHH#4B (SEQ ID n° 12), VHH#8-29 (SEQ

ID n® 81), VHH#8-41 (SEQ ID n° 82), VHH#8-42 (SEQ ID n° 83)
e VHH#8-44 (SEQ ID n° 84) (tabela 1, exemplo 1) foram
descritas no WO 03035694 e contém os residuos hidrofdébico
FR2, tipicamente, encontrados em anticorpos convencionais de
origem humana ou de outra espécie, mas compensa esta perda
na hidrofilicidade pelo residuo da arginina carregado nas
posigao 103 que substitul o residuo conservado do triptofano
presente no VH dos anticorpos de corrente dupla. Assim, os
peptideos que pertencem a estas duas classes que mostram uma
alta homologia da seqiiéncia de aminodcido para as regides de
estrutura de VH humana e os ditos peptideos podem ser
diretamente administrados a um ser humano sem expectativa de
uma resposta imune ndo desejada dos mesmos, e sem a carga de
uma humanizac&o adicional. A invencdo se relaciona também
aos acidos nucléico capaz de codificar os ditos
polipeptideos.

Portanto, um aspecto da presente invenc&o permite a

o&ap‘%,‘,
L4s

lu amnsrs masamiomee

ﬁpgtnﬁW

<
.‘\3



10

15

20

25

28 Aoa P

administracdo direta de um polipeptideo anti-TNF-alfa, n
qual os anticorpos de dominio unico pertencem a classe
humanizada de VHH, e compreende uma seqiiéncia representada
por qualquer uma das SEQ ID N°: 1, 3, 12, 14, 81, 82, 83, e
84 a um paciente na necessidade do mesmo.

Qualquer VHHs como usado pela invengdo pode ser da
classe tradicional ou das classes semelhantes & humana de
anticorpos de camelideo. Os ditos anticorpos podem ser
direcionados contra o TNF-alfa inteiro ou um fragmento
deste, ou um fragmento de uma seqiéncia homéloga do mesmo.
Estes polipeptideos incluem os anticorpos de camelideo de
comprimento completo, nomeadamente dominios Fc e VHH,
versdes quiméricas de anticorpos de cadeia camelideo de
cadeia pesada com um dominio humano Fc ou VHH por si ou por
fragmentos derivados.

A albumina VHH do anti-soro pode interagir de uma
maneira mais eficiente com a albumina do soro do que em
anticorpos convencionais que sdo conhecidos por ser uma
proteina portadora. Como uma proteina portadora alguns dos
determinantes antigénicos da albumina de soro podem ser
inacessiveis para proteinas ligadas, peptideos e por
compostos quimicos pequenos. Devido ao VHH ser conhecido por
ligar determinantes antigénicos n&o convencionais ou nao
usuais, tais como as cavidades (WO 97/49805), a afinidade de
tais VHH’s para albumina circulante pode ser aumentada.

A presente invengdo também se relaciona a encontrar um
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polipeptideo anti-TNF como descrito aqui, e por compreender
adicionalmente um ou mais anticorpos de dominio unico
direcionados contra uma ou mais proteina do soro de um
paciente, surpreendentemente prolongo de maneira
significativa a metade da vida da circulag¢do do dito
paciente comparada com a metade da vida do anticorpo de
dominio Unico anti-TNF-alfa quando ndo parte a dita
construcgdo. Os exemplos de tais polipeptideo sao
representados na tabela 5 pela SEQ ID no.: 30 a 43. Além
deste, os ditos polipeptideos foram encontrados para exibir
as mesmas propriedades favordveis dos anticorpos de dominio
Gnico tais como alta estabilidade permanecendo intacta nos
ratos, resisténcia a pH extremo, estabilidade a alta
temperatura e alta afinidade ao alvo.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um
polipeptideo anti-TNF-alfa também compreendendo um ou mais
anticorpos de dominio Unico direcionado contra um ou mais
proteina do soro, o dito polipeptideo anti-TNF-alfa
compreendendo qualquer uma seqliéncia representada pela SEQ
ID n°: 30 a 43 (tabela 5).

Uma outra modalidade da presente invencéo é
polipeptideo anti-TNF-alfa, no qual o anticorpo de dominio
unico da proteina anti-soro corresponde a uma seqiéncia
representada por qualquer uma das SEQ ID N°: 26 a 29 e 85 a
97 como mostrado na tabela 5.

A proteina do soro pode ser qualquer proteina
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apropriada encontrada no soro do paciente. Em um aspecto da
invencdo, a dita proteina do soro ser qualquer albumina
sérica, imunoglobulinas do soro, proteina 1ligante da
tiroxina, transferrina, ou fibrinogénio. Dependendo da
intencdo de uso tal como a meia vida requerida para o
tratamento e/ou o compartimentalizacdo do antigeno do alvo,
o sécio VHH pode ser direcionado para uma das proteinas do
sSoro acima.

Um outro aspecto da invehgéo é um polipeptideo anti-
TNF-alfa como aqui divulgado, adicionalmente, compreendendo
pelo menos um polipeptideo selecionado do grupo que consiste
de um polipeptideo anti-IFN-gama, polipeptideo receptor
anti-TNF-alfa e polipeptideo do receptor anti-IFN-gama.

E uma modalidade da invencdo que um anticorpo de
dominio Unico direcionado contra IFN-gama corresponde a uma
seqiiéncia representada por qualquer uma das SEQ ID no: 44 a
72 como mostrado na tabela 6.

5e acordo com um aspecto da inveng¢do, um anticorpo de
dominio unico é direcionado contra o receptor TNF-alfa. O
dito anticorpo de dominio UGnico pode ser um camelideo VHH.

De acordo com um aspecto da invengdo, um anticorpo de
dominio unico é direcionado contra o receptor do IFN-gama. O
dito anticorpo de dominio Unico pode ser um camelideo VHH.

Um outro aspecto da invencdo é um método para tratar
uma doen¢a auto-imune ou uma condicdo como aqui citada,

compreender a administrag¢dao a um paciente de uma quantidade
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menos um polipeptideo selecionado do grupo que consiste de
polipeptideo anti-IFN-gama, polipeptideo receptor anti-TNF-
alfa e polipeptideo receptor anti-IFN-gama, tais
polipeptideo juntos a cada outro como descrito de baixo.

Tais construgdes multi-especificas podem ter um
potencial melhor para as construgdes inflamatdérias mono-
especificas do composto terapéutico.

Um aspecto da inveng¢do é uma composigdo que compreende
um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui revelado e pelo
menos um polipeptideo selecionado do grupo que consiste de
polipeptideo anti-IFN-gama, polipeptideo receptor anti-TNF-
alfa e polipeptideo receptor anti-IFN-gama, para as
administragdes simultaneas, separadas ou seqlienciais a um
paciente.

Um aspecto da invencdo ¢é um método para tratar a
doenga auto-imune que compreende administrar a um individuo
uma quantidade eficaz de um polipeptideo anti-TNF-alfa e
pelo menos um polipeptideo selecionado do grupo que consiste
de polipeptideo anti-IFN-gama, polipeptideo receptor anti-
TNF-alfa e polipeptideo receptor anti-IFN-gama, para as
administrag¢des simultaneas, separadas ou seqiienciais a um
paciente.

Um outro aspecto da invencdo é um kit gque contem um
polipeptideo anti-TNF-alfa e pelo menos um polipeptideo

selecionado do grupo que consiste de polipeptideo anti-IFN-

-eficaz de polipeptideos anti-TNF-alfa que compreende p'kgg fﬁﬁ
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gama, polipeptideo receptor anti-TNF-alfa e polipeptideo
receptor anti-IFN-gama, para as administrag¢des simultéaneas,
separadas ou seqiienciais a um paciente. E um aspecto da
invencdo que o kit pode ser usado de acordo com a invengao.
E um aspecto da invencdo que o kit pode ser usado para
tratar doengas como aqui citadas.

Por meios de administracdo simulténea os polipeptideos
sdo administrados a um paciente ao mesmo tempo. Por exemplo,
como uma mistura de polipeptideo ou de uma composigao que
compreende os ditos polipeptideos. Os exemplos incluem, mas
ndo se limitam a uma solucdo administrada de modo
intravenoso, tabletes, liquido, creme tépico, etc., no qual
cada preparagdo compreende o0s polipeptideos de interesse.

Por meios de administragdo separada os polipeptideos
sdo administrados a um paciente ao mesmo tempo ou
substancialmente ao mesmo tempo. Os polipeptideos estéo
presentes no kit como preparac¢cdes separadas ndo misturadas.
Por exemplo, os diferentes polipeptideos podem estar
presentes no kit como tabletes individuais. Os tabletes
podem ser administrados ao paciente através do engolimento
de ambos os tabletes ao mesmo tempo, ou um tablete apds o
outro.

Por meios de administracgdo simultdnea os polipeptideos
sdao administrados a um paciente seqlencialmente. Os
polipeptideos estdo presentes no kit como preparacgdes

separadas e nao misturadas. H& um intervalo do tempo entre
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as doses. Por exemplo, um polipeptideo pode ser administrado
até 336, 312, 288, 264, 240, 216, 192, 168, 144, 120, 96,
72, 48, 24, 20, 16, 12, 8, 4, 2, 1, ou 0,5 horas apdés o
outro componente.

Na administracdo seqliencial, um polipeptideo pode ser
administrado uma vez, ou qualquer numero de vezes e em
varias doses antes e/ou apdés a administracdo de um outro
polipeptideo. A administrag¢do seqiiencial pode ser combinada
com a administracdo simultédnea ou seqliencial.

O uso médico do polipeptideo anti-TNF-alfa descrito de
baixo, se aplicam também a composicdo que compreende um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado e pelo menos
um polipeptideo selecionado do grupo que consiste de
polipeptideo anti-IFN-gama, polipeptideo receptor anti-TNF-
alfa e ©polipeptideo receptor anti-IFN-gama, para as
administra¢des simulténeas, separadas ou seqlienciais a um
paciente como divulgado acima.

De acordo com um aspecto da invencdo, um polipeptideo
anti-IFN-gama e um anticorpo de dominio uUnico anti TNF-alfa
sdo direcionado contra o IFN-gama. O dito anticorpo de
dominio Unico pode ser um camelideo VHH.

E uma modalidade da invencdo que um anticorpo de
dominio uUnico direcionado contra o IFN-gama corresponde a
uma seqliéncia representada por qualquer uma das SEQ ID n°:
44 a 72 como mostrado na tabela 6.

De acordo com um aspecto da invencdo, um anticorpo de
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TNF-alfa. O dito anticorpo de dominio uUnico pode ser um
camelideo VHH.

De acordo com um aspecto da invencdo, um polipeptideo
receptor anti-IFN-gama e um anticorpo de dominio uUnico anti-
TNF-alfa s&o direcionados contra o receptor do IFN-gama. O
dito anticorpo de dominio Unico pode ser um camelideo VHH.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um

polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado, no qual o

- numero de anticorpos de dominio uUnico direcionados contra o

TNF-alfa é dois ou mais. Tais polipeptideos anti-TNF-alfa
mutivalentes tém a vantagem de raramente te alta afinidade
funcional para o alvo, mostrando mais propriedades
inibitéria do que as previstas quando comparadas a seus
correspondentes monovalentes.

Os polipeptideos multivalentes anti-TNF-alfa tém
afinidades funcionais de diversas ordens de magnitudes mais
altas do que dos polipeptideos parentes monovalentes anti-
TNF-alfa. Os inventores descobriram que as afinidades
funcionais destes polipeptideos multivalentes s&o muito mais
elevadas do daqueles relatados na arte anterior para
anticorpos bivalente e multivalentes. Surpreendentemente, os
polipeptideos anti-TNF-alfa da presente invencdo se ligam
diretamente (SEQ ID n° 77 e 78) ou através de uma seqgiiéncia
de 1ligagdo curta que mostram as elevadas afinidades

funcionais esperadas teoricamente com o©s anticorpos
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convencionais multivalentes da quatro cadeias. QQPHS’

Os inventores descobriram  que tais atividades
funcionais aumentadas podem ser detectadas preferivelmente
com os antigenos compostos de multi-dominio e de proteinas
multemporicas, e também em ensaios de ligacdo direta ou em
ensaios funcionais, por exemplo, ensaios e a citotoxicidade.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado, no qual o
numero de anticorpos de dominio uUnico direcionados contra
TNF-alfa é dois ou mais, o dito polipeptideo anti-TNF-alfa
compreende uma seqiiéncia que corresponde a qualquer SEQ ID
no.: 73 a 76.

Os anticorpos de dominio unico podem ser juntados para
dar forma a qualquer dos polipeptideos divulgados aqui
compreendendo mais de um anticorpo de dominio Unico usando
os métodos conhecidos na arte ou qualquer método futuro. Por
exemplo, eles podem ser fundidos por reticulagdo quimica
reagindo residuos do aminodcido com um agente derivado
orgdnico tal como descrito por Blattler et.al, biochemistry
24,1517-1524; EP294703. Alternativamente, os anticorpos de
dominio uUnicos podem ser geneticamente fundidos ao nivel do
DNA, por exemplo, a construgdo do polinucleotideo formado
que codifica a construgdo completa do polipeptideo que
compreende um ou mais anticorpos do dominio unico antialvo e
um ou mais anticorpos do dominio uUnicos da proteina anti-

soro. Um método para produzir uma construcdo bivalente ou
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multivalentes do polipeptideo VHH é divulgado no pedido de
patente PCT W096/34103. Um meio de Jjuntar anticorpos
maltiplos de dominio unico é através da rota genética por
ligagcdo das seqliéncias codificadas do anticorpo de dominio
unico diretamente ou através de um peptideo ligador. Por
exemplo, a extremidade terminal C do primeiro anticorpo de
dominio Unico pode ser ligada a extremidade terminal N do
seguinte anticorpo de dominio unico. Este modo de ligagao
pode ser prolongado para ligar adicionalmente anticorpos de
dominio UGnico para a construgdo e a produ¢do de construgdes
funcionais tri-, tetra-, etc.

De acordo com um aspecto da presente invengédo, o0s
anticorpos de dominio Unico s&o ligados diretamente sem o
uso de um ligador. De modo contrario para Jjuntar os
anticorpos convencionais volumosos onde uma seqtiéncia
ligadora é necessaria para reter a atividade de ligacgdo em
duas subunidades, os polipeptideos da invengdo podem ser
ligados diretamente (SEQ ID n°® 77 e 78) evitando, assim,
problemas em potencial da seqliéncia ligadora, tais como o
antigenicidade quando administrado a um sujeito humano, e a
instabilidade da seqiiéncia ligadora que leva a desteciagdao
das subunidades.

De acordo com um outro aspecto da presente invencdo,
os anticorpos de dominio Unico sdo ligados através de uma
seqiiéncia ligadora do peptideo. Tal seqiiéncia ligadora pode

ser uma seqliéncia que corre de modo natural ou uma seqiiéncia
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que corre de modo ndo natural. E esperado que a seqiéncia
ligadora ndo seja imunogénica ao paciente para o qual o
polipeptideo anti-TNF-alfa ¢é administrado. A seqiiéncia
ligadora pode fornecer flexibilidade suficiente ao
polipeptideo multivalente anti-TNF-alfa, ao mesmo tempo
sendo resistente a degradagdo proteolitica. Um exemplo né&o
limitativo de uma seqiiéncia ligadora é uma que se derive da
regido de vezes do VHHs no WO 96/34103.

De acordo com um outro aspecto da invengdo, os uUnicos
anticorpos multivalentes de dominio uUnico que compreendem
mais de dois anticorpos de dominio uUnico podem ser ligados
um ao outro diretamente ou através de uma seqiiéncia
ligadora. Tais constru¢des sdo dificeis de se produzir com
anticorpos convencionais e devido ao atraso das subunidades
volumosas, a funcionalidade serd perdida ou extremamente
diminuida ao invés de aumentar consideravelmente como visto
com o0 VHH da invengdo comparada a construgdo monovalente
(ver figura 12 para andlises do gel de filtracdo de tais
construcdes multivalentes de VHH).

As construgdes do polipeptideo divulgadas aqui podem
ser feitas por técnicos versados de acordo com métodos
conhecidos na arte ou em qualquer método futuro. Por
exemplo, VHHs pode ser obtido usando os métodos conhecidos
na arte como imunizar um camelo e obter hibridomas do mesmo,
ou clonar uma biblioteca de anticorpos de dominio Unico

usando as técnicas moleculares da biologia conhecida na arte
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e subseqliente selecionar por uso da exposigéao do
bacteriéfago.

De acordo com um aspecto da inveng¢do um polipeptideo
anti-TNF-alfa pode ser uma sequéncia hombéloga de um
polipeptideo comprimento completo do anti-TNF-alfa. De
acordo com um outro aspecto da invencdo, o polipeptideo
anti-TNF-alfa pode ser uma parte funcional de um
polipeptideo anti-TNF-alfa de comprimento completo. De
acordo com um outro aspecto da invencdo, um polipeptideo
anti-TNF-alfa pode ser uma seqliéncia homéloga de um
polipeptideo anti-TNF-alfa de comprimento completo. De
acordo com um outro aspecto da invengd&o, um polipeptideo
anti-TNF-alfa pode ser uma parte funcional de uma seqiiéncia
homéloga de um polipeptideo anti-TNF-alfa de comprimento
completo. De acordo com um aspecto da invengdo um
polipeptideo anti-TNF-alfa pode compreender uma seqiéncia de
um polipeptideo anti-TNF-alfa.

De acordo com um aspecto da invencdo um anticorpo de
dominio unico usado para formar um polipeptideo anti-TNF-
alfa pode ser um anticorpo dominio WUnico completo (por
exemplo, um VHH) ou uma seqiiéncia homéloga deste. De acordo
com um outro aspecto da invengdo, um anticorpo de dominio
inico usado para formar a construgdo do polipeptideo pode
ser uma parte funcional de um anticorpo de dominio unico
completo. De acordo com um outro aspecto da invencdo, um

anticorpo de dominio Unico usado para dar forma & construcao
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do polipeptideo pode ser uma seqiiéncia hombéloga de6aﬁg
anticorpo de dominio Unico completo. De acordo com um outro
aspecto da inveng¢do, um anticorpo de dominio Unico usado
para dar forma a construgdo do polipeptideo pode ser uma
parte funcional de uma seqiiéncia homéloga de um anticorpo de
dominio Unico completo.

Como usado aqui, uma seqiiéncia hombéloga da presente
invenc¢édo pode compreender adigdes, apagamentos ou
substitui¢dées de um ou mais aminodcidos, que ndo alteram
substancialmente as caracteristicas funcionais dos
polipeptideos da invencdo. O nuUmero de apagamentos ou de
substituig¢des de aminodcido é de preferivelmente até 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68, 69 ou 70 aminoacidos.

Uma seqiéncia homéloga de acordo com a presente
invengdo pode um polipeptideo ser modificado pela adigéo,
pelo apagamento ou pela substituicdo dos aminodcidos, dita
modificacdo ndo altera substancialmente as caracteristicas
funcionais comparadas com o polipeptideo ndo modificado.

Uma sequéncia homéloga de acordo com a presente
inveng¢do pode ser um polipeptideo modificado pela adigéo,
pelo apagamento ou pela substituicdo dos aminoacidos, a dita

modificagéao que nao altera substancialmente as
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caracteristicas funcionais comparadas com o polipeptideo%-\%

modificado.

Uma seqiéncia hombéloga de acordo com a presente
invengido pode ser uma seqiiéncia que exista em outra espécie
de camelideo tal como, por exemplo, camelo, dromedéario,
lhama, alpaca, guanaco etc.

Onde a sequéncia homéloga indica a identidade da
seqliéncia, isto significa uma seqliéncia que apresenta uma
elevada identidade da seqiéncia (mais do que 70%, de 75%, de
80%, de 85%, de 90%, de 95% ou de 98% da identidade da
seqliéncia) com a seqiiéncia pai e preferivelmente
caracterizada por propriedades similares da seqliéncia pai,
ou seja, afinidade, e a dita identidade calculada usando
métodos conhecidos.

Alternativamente, uma seqiéncia hombéloga pode também
ser qualquer seqiéncia de aminodcido resulte das
substituig¢des permitidas para qualquer nuimero de posigdes da
sequéncia pai de acordo com a férmula abaixo:

Ser substituida por Ser, Thr, Gly, ¢ Asn;

Arg substituida por um de Arg, His, Gin, Lys, e Glu;

Leu substituida por um de leu, Ile, Phe, Tyr, Met, e Val;

Pro substituido por um de Pro, Gly, Ala, e Thr;

Thr substituida por um de Thr, Pro, Ser, Ala, Gly, His, e Gin;

Ala substituida por um de Ala, Gly, Thr, e Pro;

Val substituida por um de Val, Met, Tyr, Phe, Ile, € Leu;

Gly substituida por um de Gly, Ala, Thr, Pro, e Ser;
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Ile substituida por um de Ile, Met, Tyr, Phe, Val, e Leu; Q""EIS -¥

Phe substituida por um de Phe, Trp, Met, Tyr, Ile, Val, e Leu;

Tyr substituida por um de Tyr, Trp, Met, Phe, Ile, Val, e Leu;

His substituida por um de His, Glu, Lys, Gin, Thr, e Arg;

Gin substituida por um de Gin, Glu, Lys, Asn, His, Thr, e Arg;

Asn substituida por um de Asn, Glu, Asp, Gin, e Ser;

Lys substituida por um de Lys, de Glu, Gln, His, e Arg;

Asp substituida por um de Asp, Glu, Asn;

Glu substituida por um de Glu, Asp, Lys, Asn, Gin, His, e Arg;

Met substituida por um Met, Phe, Lle, Val, Leu, e Tyr.

Uma seqliéncia homdéloga do nucleotideo de acordo com a
presente invencdo pode se referir as seqiiéncias do
nucleotideo de mais do que 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600,
800 ou 1000 nucleotideos capazes de  hibridizar ao
complemento reverso da seqiéncia do nucleotideo capaz de
codificar a seqliéncia da patente, sob estritas condicgdes de
hibridagdo (tais como aquelas descritas por Sambrook et al.,
Molecular Cloning Laboratério Manuel, Cold Spring, Harbor
Laboratory press, New York).

Como aqui usado, uma parte funcional se refere a uma
seqiiéncia de um anticorpo de dominio Unico que é de tamanho
suficiente de modo que a interacdo de interesse seja
mantida com afinidade de 1 x 10® M ou melhor.

Alternativamente, uma parte funcional compreende um
apagamento parcial da seqiéncia de aminodcido completa e

ainda mantém o local de ligagdo e o dominio da proteina
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necessadrio para a ligagdo e interagdao com o alvo.

Como usados aqui, uma parte funcional se refere a
menor do que 100% da seqliiéncia completa (por exemplo, 99%,
90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%, 1% e etc.),
mas compreende cinco ou mais aminodcidos ou quinze ou mais
nucleotideos.

Os alvos como mencionados aqui, tais como o TNF-alfa,
receptor TNF-alfa, proteinas do soro (por exemplo, albumina
sérica, imunoglobulinas do soro, proteina 1ligante de
tiroxina, transferrina, fibrinogénio) e o IFN-gama, o
receptor IFN-gama pode ser fragmentos dos ditos alvos. Assim
um alvo é também um fragmento do dito alvo, capaz de eliciar
uma resposta imune. Um alvo é também um fragmento do dito
alvo, capaz de 1ligar a um anticorpo de dominio uUnico
levantado contra o alvo de comprimento completo.

Um fragmento como aqui usado se refere a menor do que
100% da seqliéncia (por exemplo, 99%, 90%, 80%, 70%, 60%,
50%, 40%, 30%, 20%, 10% etc.), mas compreende 5, 6, 7, 8, 9,
10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25
ou mais aminodcidos. Um fragmento ¢é de comprimento
suficiente de modo que a interacdo de interesse é mantida
com afinidade de 1 x 10® M ou melhor.

Um fragmento como aqui usado se refere também as
inserc¢des, aos apagamentos e as substituig¢des opcionais de
um ou mais aminoacido que ndo alteram substancialmente a

habilidade do alvo em se ligar a um anticorpo de dominio
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apagamentos ou de substituigdes das insergdes de aminoacido
é preferivelmente até 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57,
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 ou 70
aminoacidos.

Uma sequéncia homéloga da presente 1invengdo pode
incluir um polipeptideo anti-TNF-alfa que tenha sido
humanizado. A humanizagdao dos anticorpos da nova classe de
VHHs adicionalmente poderia reduzir a possibilidade de
reagdo imunolégica ndo desejada em um individuo humano sob
administracéao.

Uma modalidade da presente invengdo se relaciona a um
método para preparar os polipeptideos modificados baseados
em anticorpos do 1lhama para determinar os residuos dos
aminodcidos de anticorpos de dominio varidvel (VHH) que
podem ser modificados sem diminuir a afinidade nativa do
dominio para o antigeno enquanto reduz sua imunogenicidade
em relagdo a uma espécie heterdloga; o uso de VHHs que tem
modifica¢des nos residuos identificados que sd@o uteis para a
administragdao da espécie heterdloga; e ao VHH assim
modificado.

Mais especificamente, a invengdo se relaciona a

preparagdo de VHHs modificado, que sdo modificadas pela
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administracdo aos seres humanos, ao VHH resultante deles, e
ao uso de tais VHHs "humanizado" no tratamento de doengas em
seres humanos. Por imunizag¢do é entendido mutado de modo que
a 1imunogenicidade sob administragdo em pacientes humanos
seja menor ou inexistente. A humanizacdo do polipeptideo, de
acordo com a presente inveng¢do, compreende uma etapa de
substituir um ou mais aminoadcidos camelideos por seus
correspondentes humanos como encontrado no consenso da
seqiiéncia humana, sem esse polipeptideos perca seu carater
tipico, isto é, a humanizagdo ndo afeta significativamente a
capacidade de ligagdo do antigeno do polipeptideo
resultante. Tais métodos sdo conhecidos por aqueles versados
na arte.

A humaniza¢do de anticorpos de dominio unico do
camelideo requer a introdug¢do e a mutagénese de uma
qguantidade limitada de aminoAdcidos em uma unica cadeia de
polipeptideo. Isto contrasta com a humanizagdo do scFv, Fab,
(Fab)2 e 1IgG, que requer a introdugdo de mudangas do
aminodcido em duas cadeias, na cadeia leve e pesada € na
preservagao do conjunto de ambas as cadeias.

Como um exemplo ndo limitativo, o polipeptideo VHH#12B
que contem residuos similares ao humano no FR2 que foi
humanizado. A humanizag¢do requer a mutagénese dos residuos
em FR1 nas posigbes 1 e 5 que foram introduzidas pelo
iniciador usado para o repertdério de clonagem e ndo ocorrem

naturalmente na seqiiéncia do lhama. A mutagénese daqueles
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residuos nao resultou na perda da ligagdo e/ou atividade de
inibicdo. A humanizag¢do requereu também a mutagénese dos
residuos em FR3 na posigdo 74, 76, 83, 84, 93. A mutagénese
daqueles residuos nao resultou em uma perda dramatica da
atividade de ligagdo e/ou inibigdo (ver figura 4). Combinar
as mutacdes de FR1 e de FR3, consequentemente, ndo afetou a
atividade de ligagdo e/ou inibigdo (figura 5). A humanizag¢ao
requereu também a mutagénese dos residuos em FR4 na posigao
108. A mutagénese de Ql08L resultou em um nivel de produgédo
baixo no Escherichia coli. A posigdo 108 é exposta ao
solvente no camelideo VHH, enquanto em anticorpos humanos
esta posigcdo é ocultada em relacdo a interface VH-VL
(Spinelli, 1996; Nieba, 1997). O VHs isolado na posigao 108
é exposto ao solvente. A introdugdo de um Leu nao polar
hidrofdébico em vez de Gin polar pode ter um efeito drastico
no enovelamento/estabilidade intrinseca da molécula.

Como um exemplo ndo limitativo, o polipeptideo
representado no VHH#3E contendo residuos halmark, na posigao
37, 44, 45 e 47 com caracteristicas hidréfilas, foi
humanizado. A recolocagdo dos residuos hidréfilos por
residuos humanos hidrofdébicos nas posigdes 44 e 45 (E44G e
R45L), ndo teve efeito na ligagdo e/ou inibigdo. Entretanto,
a perda da ligagdo e/ou da atividade de inibicdo foi
observada quando F37V e F47W foram introduzidos. Os dados de
Modelagdo confirmaram que o residuo critico 37 preserva a

integridade do lago de conformacdo CDR3 e na atividade (ver
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figura 6) (toda a numeragdo estd de acordo com Kabat). aQVgS‘§’

A SEQ ID n°: 3 e 14 indicam mais do que 90% de
homologia da seqiiéncia de aminodcido para as regides da
estrutura do VH humano e conseqiientemente o dito VHH pdde
ser administrado aos pacientes diretamente sem expectativa
de uma resposta imune do mesmo, e sem a carga adicional de
humanizagdo. Portanto, um aspecto da presente invengao
permite a administragdo direta do polipeptideo que
compreende a SEQ ID N°: 3 e 14, a seqiiéncia homéloga
deste, ou uma parte funcional de uma seqiéncia homéloga
deste a um paciente na necessidade do mesmo.

Uma modalidade da presente invencdao é um método para
humanizar um VHH que compreende as etapas de substituir
alguns dos seguintes residuos sozinho ou em combinagédo:

FR1 posigdao 1, 5, 28 e 30,

0 aminodcido hallmark na posigdo 44 e 45 em FR2,

Residuos FR3 74, 75, 76, 83, 84, 93 e 94;

e posicdes 103, 104, 108 e 111 no FR4;

numerados de acordo com a numeracdao de Kabat.

Uma modalidade da presente inveng¢do é um polipeptideo
anti-TNF-alfa, ou um acido nucléico capaz de codificar o
dito polipeptideo para o uso no tratamento, prevengdo e/ou
alivio dos sintomas de doengas que se relacionam aos
processos inflamatérios. O TNF-alfa é envolvido em processos
inflamatérios, e a obstrug¢do da agdo do TNF-alfa que pode

ter um efeito antiinflamatério, que é altamente desejavel em
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determinados estados da doenga tais como, por exemplo, a
doenca de Crohn. Nossos exemplos demonstram VHHs de acordo
com a invencdo que ligam o TNF-alfa e ainda, blogueiam sua
ligacdo ao receptor TNF-alfa.

.0Os polipeptideos anti-TNF-alfa da presente invencgéao

sdo aplicaveis as doengas auto-imunes, tais como a doenga de

Addison (adrenal), doencas auto-imunes da orelha
(auricular), doencas auto-imunes dos olhos (ocular),
hepatite auto-imune (figado), parotidites auto-imune

(glandula parétida), doenga de Crohn (intestino), diabetes
tipo I (pancreas), epidimite (epididimite), glomerulonefrite
(rins), doenca de Graves (tiredide), sindrome do Guillain-
Barre (células nervosas) doenca de Hashimoto (tiredide),
anemia hemolitica (células vermelhas do sangue), lupus
sistémico eritematoso (tecidos multiplos), infertilidade
masculina (esperma), esclerose multipla (células nervosas),
miasthenia grave (juncdo neuromuscular), pénfigo (pele
primaria), sarna (doenca de pele), febre reumdtica (coracio
e juntas), artrite reumdtica (juntas internas), sarcoidose
(tecidos multiplos e 6rgdos), esclerodermia (pele e tecidos
conjuntivos), sindrome de Sjogren (gléndulas exbdbcrinas, e
outros tecidos), espondiloartropatias (eixo esquelético, e
outros tecidos), tireoidite (tiredide), vasculites (vasos
sanguineos). Dentro do paréntese estd o tecido afetado pela
doenga. Esta 1lista de doengas auto-imunes é apenas

exemplificativa e ndo limitativa.
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As condic¢cdes auto-imunes para que os polipeptideos
anti-TNF-alfa da presente invengdo sejam aplicaveis incluem,
por exemplo, AIDS, alergia atipica, asma bronquial, efizema,
lepra, esquizofrenia, depressao herdada, transplante dos
tecidos e dos 6rgdos, sindrome crénica da fatiga, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson, infarto do miocéardio,
pulsacao, autismo, epilepsia, fendmeno de Arthus,
anafilaxia, e toxicomania de alcool e de droga.

Nas condicdes auto-imunes acima identificadas, o
tecido afetado é o alvo primadrio, em outros casos é o alvo
secundario. Estas condigdes sdo em parte ou na maior parte
sindromes auto-imunes. Conseqglientemente, o tratamento delas,
é possivel usando os mesmos métodos, ou os aspectos dos
mesmos métodos que sdo revelados aqui, em combinagdo com
outros métodos.

Uma outra modalidade da presente inveng&o é um uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa de acordo com a invencédo, ou
um &cido nucléico capaz de codificar o dito polipeptideo
para a preparacao de um medicamento para tratar uma doenga
que se relaciona aos processos inflamatérios. Os exemplos de
doenc¢as incluem a artrite reumética, doenca de Crohn, colite
ulcerosa, sindrome inflamatéria de Bowel e esclerose
maltipla.

Os polipeptideos e os &cidos nucléicos de acordo com a
presente invengdo podem ser administrados a um paciente por

rotas convencionais, tais como de modo intravenoso.
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Entretanto, uma propriedade especial do polipeptideo anti-
TNF-alfa da invencdo é que eles penetram nas barreiras tais
como nos tecidos das membranas e/ou tumores e agem
localmente nos mesmos, e sdo suficientemente estaveis para
suportar ambientes extremos, tal como o estdmago. Portanto,
um outro aspecto da presente inveng¢do se relaciona a entrega
de polipeptideo anti-TNF-alfa.

Um paciente de acordo com a invengdo pode ser qualquer
mamifero suscetivel ao tratamento por polipeptideo
terapéutico.

A entrega oral do polipeptideo anti-TNF-alfa da
invengdo resulta na provisdo de tais moléculas na forma
ativa no cdélon nos locais que sdo afetados pela doencga.
Estes 1locais podem estar altamente inflamados e conter
células que produz TNF-alfa. Os polipeptideos anti-TNF-alfa
da invencdo que ligam o TNF-alfa podem neutralizar o TNF-
alfa no local, evitando a distribuicdo por todo o corpo, e
assim limitando os efeitos colaterais negativos. Os
microorganismos geneticamente modificados tal como
Micrococcus lactis que sdo capazes de secretar o anticorpo
ou as partes funcionais deste. Tais microorganismos
modificados podem ser usados como veiculos para a producdo e
a entrega local dos anticorpos ou partes funcionais deste no
intestino. Usando uma variedade microbiana que produz o
polipeptideo anti-TNF-alfa, a sindrome inflamatdéria de Bowel

poderia ser tratada.
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Um outro aspecto da invengdo envolve entregar
polipeptideo anti-TNF usando a expressdo de superficie ou a
secrecdo das bactérias nao evasivas, tais como organismos
gram-positivos hospedeiros como Lactococcus spec. usando um
vetor tal como descrito no WO00/23471.

Uma modalidade da presente invengdo € um polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado para o uso no tratamento,
prevencdo e/ou em alivio dos sintomas de doencas suscetiveis
a modulacdo por uma substédncia modulante TNF-alfa que seja
capaz de passar através do ambiente gastrico sem inativar a
substéncia.

Os exemplos de doengcas sdo gqualquer uma que causa
inflamacdo, incluindo, mas ndo se limitando a artrite
reumatica, doenca de Crohn, colite wulcerosa, sindrome
inflamatéria da bacia, e esclerose miltipla. Como conhecido
por pessoas versadas na arte, uma vez na possessdao da dita
construgcdo do polipeptideo, tecnologia da formulag&o pode
ser aplicada para 1liberar uma quantidade méxima de
polipeptideos diretamente no local (no estémago, nos cdlon e
etc.). Este método de entrega é importante no tratamento,
prevengao e alivio dos sintomas de doengas cujos alvos séo
situados no sistema digestivo.

Um aspecto da invengdo é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de uma doencga suscetivel a
modulagdo por uma substédncia modulante TNF-alfa que seja

capaz de passar através do ambiente gastrico sem ser
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inativado, por administragcdo oral do polipeptideo anti-TNF-
alfa a um paciente como aqui divulgado.

Uma outra modalidade da presente invengdo & um uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparacdo de um medicamento para tratar, impedir e/ou
alivia os sintomas de doencgas suscetiveis a modulagdo por
uma substancia modulante TNF-alfa que seja capaz de passar
através do ambiente gastrico sem ser inativado.

Um aspecto da invengdo é um método para entregar uma
substdncia modulante TNF-alfa ao sistema digestivo sem que a
dita substancia seja inativada, por administragdo oral do
polipeptideo anti-TNF-alfa a um paciente como aqui
divulgado.

Um aspecto da invencdo é um método para entregar uma
substédncia modulante TNF-alfa na corrente sanguinea de um
paciente sem que a substédncia seja 1inativada, por
administragdo oral do polipeptideo anti-TNF-alfa a um
paciente como aqui divulgado.

Uma outra modalidade da presente invengcdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para o uso no
tratamento, prevencdo e/ou alivio dos sintomas ou de doencas
suscetiveis a modulagdo por uma substédncia modulante TNF-
alfa entregue ao trato vaginal e/ou retal.

Os exemplos de doengas sdo gqualquer uma que causam
inflamacdo, incluindo, mas nd3o se limitando & artrite

reumdtica, doengca de Crohn, colite wulcerosa, sindrome
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inflamatdéria da bacia, e esclerose multipla. Em um exemplo
ndo limitativo, uma formulagcdo de acordo com a invengao
compreende um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui
divulgado, na forma de um gel, creme, supositério, filme, ou
em forma de esponja ou como um anel vaginal que libera
lentamente o ingrediente ativo com o passar do tempo (tais
formulagdes sdo descritas nas patentes EP 707473, EP 684814
e US 5,629,001).

| Um aspecto da invencdo ¢é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a
modulag¢do por uma substédncia modulante TNF-alfa entregue ao
trato vaginal e/ou retal, pela administracdo retal e/ou
vaginal a um paciente de um polipeptideo anti-TNF-alfa como
agui divulgado.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparagao de um medicamento para tratar, impedir e/ou
aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a modulacdo por
uma substédncia modulante TNF-alfa entregue ao trato vaginal
e/ou retal.

Um aspecto da invengdao é um método para entregar uma
substancia modulante TNF-alfa ao trato vaginal e/ou retal
sem que a dita substéncia seja inativa, administrando ao
trato vaginal e/ou retal de um paciente um polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Um aspecto da invengdo é um método para entregar uma

é
>
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substancia modulante TNF-alfa na corrente sanguinea de um
paciente sem que a dita substédncia seja inativada,
administrando ao trato vaginal e/ou retal de um paciente um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Uma outra modalidade da presente invengdo ¢é um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado, para o uso
no tratamento, prevencdo e/ou alivio dos sintomas de doencas
suscetiveis a modulagcdo por uma substdncia modulante TNF-
alfa entregue ao nariz, trato respiratdério superior e/ou
pulmio.

Os exemplos de doengas sdo qualquer uma que causar
inflamacdo, incluindo, mas ndo se limitando & artrite
reumatica, doenca de Crohn, colite ulcerosa, sindrome
inflamatéria da bacia, e esclerose multipla. Em um exemplo
ndo limitativo, uma formulacdo de acordo com a invencéo,
compreende um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado
na forma de um pulverizador nasal (por exempio, um aerossol)
ou inalador. Devido a construcdo do polipeptideo ser
pequena, esta pode alcangcar seu alvo muito mais eficazmente
do que as moléculas IgG teurapéuticas.

Um aspecto da invencdo ¢é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a
modulacdo por uma substédncia modulante do TNF-alfa entregue
ao trato respiratdério superior e ao pulmdo, administrando a
um paciente um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui

divulgado, por inalagdo através da boca ou do nariz.
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Uma outra modalidade da presente invengdo & o uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparacdo de um medicamento para tratar, impedir e/ou
aliviar os sintomas de doengas suscetiveis a modulagdo por
uma substancia modulante TNF-alfa entregue ao nariz, trato
respiratério superior e/ou pulmdo, sem inativar o dito
polipeptideo.

Um aspecto da inveng¢do é um método para entregar uma
substdncia modulante TNF-alfa ao nariz, trato respiratério
superior e pulmdo sem inativagdo, administrando ao nariz,
trato respiratdério superior e/ou pulmdo de um paciente um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado. Um aspecto
da invencdo ¢é um método para entregar uma substancia
modulante TNF-alfa na corrente sanguinea de um paciente sem
inativagcdo administrando ao  nariz, trato respiratédrio
superior e/ou pulmdo de um paciente um polipeptideo anti-
TNF-alfa como aqui divulgado.

Uma modalidade da presente invencdo é um polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado para o uso no tratamento,
prevencdo e/ou alivio dos sintomas de doencas suscetiveis a
modulagcdo por uma substéncia modulante TNF-alfa entregue a
mucosa intestinal, no qual a dita doenga aumenta a
permeabilidade da mucosa intestinal. Por causa de seu
pequeno tamanho, um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui
divulgado pode passar através da mucosa intestinal e

alcancar a corrente sanguinea mais eficientemente nos
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pacientes que sofrem de doengas que causam aumento na
permeabilidade da mucosa intestinal, como por exemplo,
doenca de Crohn.

Um aspecto da invengdo é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de doengas suscetiveis a
modulacdo por uma substdncia modulante TNF-alfa entregue a
mucosa intestinal, no qual a dita doenga aumenta a
permeabilidade da mucosa intestinal, por administragdo oral
do polipeptideo anti-TNF-alfa a um paciente como aqui
divulgado.

Este processo pode ser ainda, adicionalmente alcang¢ado
por um aspecto adicional da presente da invengdo - o uso de
portadores de transporte ativo. Neste aspecto da invengdo, o
VHH é fundido a um portador que aumenta a transferéncia
através da parede intestinal na corrente sanguinea. Em um
exemplo ndo limitativo, este "portador" é um segundo VHH que
é fundido ao VHH terapéutico. Tais construcdes de fusdo séo.
feitas usando métodos conhecidos na arte. O “portador” VHH
se liga especificamente a um receptor na parede intestinal
que induz a transferéncia ativa através da parede.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um uso do
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparagao de um medicamento para tratar, impedir e/ou
aliviar os sintomas de doengas suscetiveis a modulacdo por
uma substancia modulante TNF-alfa entregue a mucosa

intestinal, no qual a dita doenca aumenta a permeabilidade
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da mucosa intestinal.

Um aspecto da invencgdo é um método para entregar uma
substdncia modulante TNF-alfa a mucosa intestinal sem ser
inativada, pela administragdo oral a um paciente do
polipeptideo anti-TNF-alfa da invencgéo.

Um aspecto da invencdo é um método para entregar uma
substincia modulante TNF-alfa sem ser inativada na corrente
sanguinea de um paciente, pela administragdo oral a um
paciente do polipeptideo anti-TNF-alfa da invencgao.

Este processo pode ainda ser adicionalmente obtido
através de um aspecto adicional da presente da invengéo -
uso de portadores de transporte ativo. Neste aspecto da
invengdo, um polipeptideo anti-TNF-alfa como descrito aqui é
fundido a um portador que realca a transferéncia através da
parede intestinal na corrente sanguinea. Em um exemplo néao
limitativo, este "portador" é um VHH que é fundido ao dito
polipeptideo. Tal fusdo é feita usando métodos conhecidos na
arte. O “portador” VHH se liga especificamente a um receptor
na parede intestinal que induz a transferéncia ativa através
da parede.

Uma modalidade da presente invencdo é polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado para o uso no tratamento,
prevengdo e/ou alivio dos sintomas de doencas suscetiveis a
modulacdo por uma substdncia modulante TNF-alfa que é capaz
de passar eficazmente através dos tecidos por de baixo da

lingua.
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Os exemplos de doencas sao qualquer uma que causam
inflamacdo, incluindo, mas ndo se limitando a artrite
reumadtica, doenca de Crohn, colite wulcerosa, sindrome
inflamatéria da bacia, e esclerose multipla. Uma formulagdo
da dita construgdo do polipeptideo como aqui divulgada, por
exemplo, tablete, pulverizador, gota é colocada sob a lingua
e absorvida através das membranas da mucosa na rede capilar
sob a lingua.

Um aspecto da invengdo ¢é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a
modulacdo por uma substdncia modulante TNF-alfa que é capaz
de passar através dos tecidos por baixo da lingua
eficazmente, pela administragdo sublingual a um sujeito de
uma construcdo do polipeptideo, como aqui divulgada.

Uma outra modalidade da presente invengdo é um uso do
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparacdo de um medicamento para tratar, impedir e/ou
aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a modulagdo por
uma substdncia modulante TNF-alfa que possa passar através
dos tecidos por baixo da lingua.

Um aspecto da invencdo é um método para entregar uma
substéncia modulante TNF-alfa aos tecidos de baixo da lingua
sem ser inativada, administrando de modo sublingual a um
sujeito o polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Um aspecto da invengdo & um método para entregar uma

substancia modulante TNF-alfa na corrente sanguinea de um
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paciente sem ser inativada, administrando de modo oraldEBS'@

sujeito um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Uma modalidade da presente invengdo é um polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado para o uso no tratamento,
prevencdo e/ou alivio dos sintomas de doencas suscetiveis a
modulacdo por uma substéncia modulante TNF-alfa que é capaz
de passar eficazmente através da pele.

Os exemplos de doengas sdo qualquer uma que causam a
inflamacdo, incluindo, mas ndo se limitando a artrite
reumatica, doenca de Crohn, colite wulcerosa, sindrome
inflamatéria da bacia, e esclerose multipla. Uma formulacgéao
da dita construcdo de polipeptideo é, por exemplo, um creme,
pelicula, pulverizador, gota, curativo, colocado para passar
através da pele.

Um aspecto da invengdo é um método para tratar,
impedir e/ou aliviar os sintomas de doencas suscetiveis a
modulagcdo por uma substancia modulante TNF-alfa que é capaz
de passar eficazmente através da pele, administrando de modo
tépico a um paciente um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui
divulgado.

Uma outra modalidade da presente invencdo é um uso de
um polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado para a
preparagdo de um medicamento para tratar, impedir e/ou
aliviar os sintomas de doencgas suscetiveis a modulacgdo por
uma substadncia modulante TNF-alfa que é capaz de passar

eficazmente através da pele.
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Um aspecto da invengdo é um método para entregar uma
substancia modulante TNF-alfa sem ser inativada a pele,
administrando de modo tépico a um paciente um polipeptideo
anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Um aspecto da invengdo é um método para entregar uma
substancia modulante TNF-alfa na corrente sanguinea de um
paciente, administrando de modo tépico a um paciente um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado.

Em uma outra modalidade da presente invengao, O
polipeptideo anti-TNF-alfa adicionalmente compreende um
portador anticorpo de dominio uUnico (por exemplo, VHH) que
age como um portador de transporte ativo para 6 transporte
do dito polipeptideo anti-TNF-alfa, do luimen do pulmd@o ao
sangue.

Um polipeptideo anti-TNF-alfa adicionalmente
compreendendo um portador que se liga especificamente a um
receptor presente na superficie da mucosa (células
epiteliais brdnquicas) resultando no transporte ativo do
polipeptideo do 1lumen do pulmdo ao sangue. O portador de
anticorpo de dominio Unico pode ser fundido a construgdo do
polipeptideo. Tais construgcdes de fusdo podem ser feitas

usando métodos conhecidos na arte e sdo descritos aqui. O

‘“portador” de anticorpo de dominio anico se liga

especificamente a um receptor na superficie da mucosa que
induz a transferéncia ativa através da superficie.

Um outro aspecto da presente invengao é um método para
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determinar que anticorpos de dominio unico (por exem3&8$‘
VHHs) sdo transportados ativamente na circulagédo sanguinea
pela administracgdo nasal. Similarmente, uma biblioteca fagos
VHH 1ingénua ou imune pode ser administrada nasalmente, e
apds diferentes intervalos de tempo apds administracdo, o
sangue ou os 6rgdos podem ser isolados para salvar os fagos
que foram transportados ativamente a circulacdo sanguinea.
Um exemplo ndo limitativo de um receptor para o transporte
ativo do lumen do pulmdo para a circulagdo sanguinea é o Fc
receptor N (FcRn). Um aspecto da invencdo inclui as
moléculas de VHH identificadas pelo método. Tal VHH pode
entdo ser usado como um portador VHH para entrega de um VHH
terapéutico ao alvo correspondente na circulagdo sanguinea
por administracdo nasal.

Em um aspecto da invengéo, pode-se usar um
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado, para
selecionar os agentes que modulam a ligacdo do polipeptideo
TNF-alfa. Quando identificados em um ensaio que mede a
ligagao ou o dito deslocamento do polipeptideo sozinho, os
agentes terdo que ser sujeitados a um teste funcional para
determinar se modulariam a acdo do antigeno in vivo. Os
exemplos de ensaios de selecdo sdo dados primeiramente
abaixo em relagdo a SEQ ID n°: 3, embora qualquer
polipeptideo anti-TNF-alfa como aqui divulgado possa ser
apropriado.

Em um exemplo de uma experiéncia de deslocamento, os
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fragmento deste sdo incubados na ligagcdo de tampao com, pgg'

exemplo, um polipeptideo representado pela SEQ ID N°: 3 que
foi rotulado, na presenga ou na auséncia de concentracgdes
crescentes de um modulador candidato. Para validar e
calibrar o ensaio, as reacdes da competicdo do controle
usando concentracgdes crescentes do dito polipeptideo e que
ndo sdo rotulados poderem ser realizados. Apds a incubacgao,
as células sd3o lavadas extensivamente e limitadas, o
polipeptideo é medido como apropriado para a dada etiqueta
(por exemplo, contagem de cintilag¢do, fluorescéncia e etc.).
Uma diminuig¢do pelo menos de 10% da quantidade do
polipeptideo rotulado ligado na presenca do modulador
candidato indica o deslocamento da ligacgdo pelo ﬁodulador
candidato. Os moduladores candidatos sdo considerados
especificamente ligados neste ou outros ensaios aqui
descritos se eles deslocarem 50% do polipeptideo rotulado
(dose de polipeptideo subsaturado) em uma concentracdo de
1uM ou menos.

Alternativamente, a ligagdo ou o deslocamento da
ligagdo podem ser monitorados pela ressonancia do plasma de
superficie (SPR). Os -ensaios ressondncia do plasma de
superficie podem ser usados como um método quantitativo para
medir a ligagdo entre duas moléculas pela mudanca da massa
préxima a um sensor imobilizado causado pela ligacdo ou pela

perda da ligagao de, por exemplo, o polipeptideo

o
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representado pela SEQ ID N°: 3 da fase aquosa para o TNF—“VRsv‘

alfa imobilizado em uma membrana no sensor. Esta mudanca na
massa é medida como unidades de ressondncia versus o tempo
apbés a 1injegdo ou a remogdo do dito polipeptideo ou
modulador candidato e medido usando um biosensor Biacore
(Biacore AB). O VWF, ou o fragmento deste podem ser, por
exemplo, imobilizado em uma microplaqueta do sensor (por
exemplo, chip CM5 classe de pesquisa; Biacore AB) em um
filme fino de membrana do lipidio de acordo com os métodos
descritos por Salamon et por al. (Salamon et al, 1996,
Biophys J. 71: 283-294; Salamon et al., 2001, Biophys. J.
80: 1557-1567; Salamon et al., 1999, Trends Biochem. Sci.
24:; 213-21 9, cada um destes incorporado aqui por
referéncia).

Sarrio et al demonstrou que SPR pode ser usado para
detectar o ligante que se liga ao receptor da denosina GPCR
A(l) imobilizado em uma camada de lipidio no chipe (Sarrio
et al, 2000, Mol. Cell. Biol. 20. 5164-5174, incorporado
aqui por referéncia). As condig¢bdes para a ligacdo de uma
construgcdo do polipeptideo da invencdo em um ensaio de SPR
podem ser bem ajustadas por uma pessoa versada na arte
usando as condig¢des relatadas por Sarrio et al. como um
ponto de partida.

O SPR pode ser testado por moduladores de ligacdo por
pelo menos em duas maneiras. Primeiramente, um polipeptideo

representado pelo SEQ ID N°.: 3, por exemplo, pode ser
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ligado para TNF-alfa imobilizada seguida por injegdo do 8-

modulador candidato em uma concentragdo que varia de 0,1 nM
a 1 pM. O deslocamento do polipeptideo 1ligado pode ser
quantizado, permitindo a detecgdo da ligagdo do modulador.
Alternativamente, a membrana de ligagdo TNF-alfa pode ser
pré-incubado com um modulador candidato e ser desafiado com,
por exemplo, um polipeptideo representado pela SEQ ID N°.:
3. Uma diferenca em afinidade de 1ligagdo entre o dito
polipeptideo e TNF-alfa, pré-incubado com o modulador,
comparado com aquele entre o dito polipeptideo e TNF-alfa na
auséncia do modulador demonstraré a ligacéo ou o)
deslocamento do dito polipeptideo na presenca do modulador.
Em um outro ensaio, uma diminuicdo de 10% ou mais na
quantidade do dito polipeptideo 1ligante na presenga do
modulador candidato, relativo a quantidade do dito
polipeptideo 1ligado na auséncia do candidato modulador
indica que o candidato modulador inibe a interacdo do TNF-
alfa e do dito polipeptideo.

Um outro método de detectar a inibicdo da ligacdo, por
exemplo, um polipeptideo representado pela SEQ ID N°: 3 para
o TNF-alfa usa transferéncia de energia de fluorescente
(FRET). FRET é um fendmeno mecédnico do quantum gque ocorre
entre um doador (D) da fluorescéncia e um aceitador (A) da
fluorescéncia na proximidade um do outro (geralmente < 100A°
de separacdo) se o espectro de emissdo de D sobrepor o

espectro da excitacdo de A. As moléculas a serem testadas,
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por exemplo, um polipeptideo representado pela SEQ ID N°.: 3
e um TNF-alfa s&do rotulado com um par complementar de
fluordéforo doador e aceitador. Quando a ligagdo estiver
préxima ao TNF-alfa: a interagdo do polipeptideo, a
fluorescéncia emitida sobre a excitacdo do fluoréforo doador
terd um comprimento de onda diferente daquele emitido em
resposta a aquele comprimento de onda da excitag¢do quando os
ditos polipeptideo e TNF-alfa ndo sdo ligados, fornecendo
para quantificacdo de ligacdo versos moléculas n&o ligadas
pela medida da intensidade da emissdo a cada comprimento de
onda. Fluoréforos doadores com os rétulos TNF-alfa s&o bem
conhecidos na arte. De particular interesse sdo as variantes
de A. Victoria GFP conhecido como Ciano FP (CFP, doador (d))
e FP amarelo (YFP, aceitador (a)). Como um exemplo, a
variante de YFP pode ser feita como uma proteina de fuséo
com TNF-alfa. Os vetores para expressdo de variantes de GFP
enquanto as fusbdes (Clontech) bem como os reagentes
rotulados de flurofosforo (sondas moleculares) sdo
conhecidos na arte. Adigcdo de um modulador candidato para a
mistura do polipeptideo fluorescente rotulado e do YFP-TNF-
alfa resultard em uma inibicdo de transferéncia de energia
evidenciada, por exemplo, na diminuicdo da fluorescéncia de
YFP em relagdo a uma amostra sem o modulador candidato. Em
um ensaio usando o FRET para detecgcdo do TNF-alfa: a
interagdo do polipeptideo, uma diminuicdo de 10% ou mais na

intensidade da emissdo fluorescente no comprimento de onda
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do aceitador nas amostras contendo um modulador candida
em relacdo as amostras sem o modulador candidato, indicam
que o modulador candidato inibe a interagdo do TNF-
alfa:polipeptideo.

Uma amostra como usada aqui pode ser qualquer amostra
contendo TNF-alfa, tal como clinicas (por exemplo, fragdes
de células, sangue total, plasma, soro, tecido, células, e
etc.) derivadas de hospitais, agriculturas, medicina legal,
pesquisas, ou outras amostras possiveis.

Uma variacdo no FRET usa a extincdo da fluorescéncia
para monitorar as interag¢des moleculares. Uma molécula no
par de interacdbes pode ser rotulada com um fluoréforo, e o
outro com uma molécula que extingue a fluorescéncia do
fluordéforo quando trazida para préxima dela. Uma mudanga na
fluorescéncia na excitagdo é indicativa de uma mudanc¢a na
associacdo das moléculas rotuladas com o fluoréforo: par de
extingdes. Geralmente, um aumento na fluorescéncia do TNF-
alfa rotulado é indicativo que a molécula de polipeptideo
que carrega o extintor foi deslocada. Para ensaios de
extincdo houve um aumento de 10% ou mais de intensidade da
emissdo fluorescente nas amostras contendo um modulador
candidato em relacdo as amostras sem o modulador candidato,
isto indica que o modulador candidato inibe o TNF-alfa:
interagdo do polipeptideo anti-TNF-alfa.

Adicionalmente, a ressondncia do plasma de superficie

e aos métodos de superficie do FRET, a medida da polarizagdo

L
g-¥



10

15

20

25

06 &dair%

da fluorescéncia é util para quantizar a ligagdo. O valo :
polarizacéo da fluorescéncia para uma molécula
fluorescentemente rotulada depende do tempo de correlacao
rotacional ou da taxa de disturbio. Complexos, tais como
aqueles formados pelo TNF-alfa associado com um polipeptideo
TNF-alfa rotulado fluorescentemente, tem valores mais
elevados de polarizacdo do que o polipeptideo rotulado néao
complexado. A inclusdo de wum inibidor do candidato da
interagcdo do TNF-alfa:polipeptideo anti-TNF-alfa resulta em
uma diminuig¢do na polarizacdo da fluorescéncia, em relacgdo a
uma mistura sem o inibidor do candidato, caso o<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>