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“ANTICORPO QUE ESPECIFICAMENTE SE LIGA A UMA REGIAO
NO FATOR DE CRESCIMENTO DO TECIDO CONJUNTIVO
HUMANO, ANTICORPO QUIMERICO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DE UM ANTICORPO, PAR DE
POLINUCLEOTIDEOS, POLINUCLEOTIDEO RECOMBINANTE, E,
MICRORGANISMO”

Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério US
Serial N© 60/475.598, depositado em 4 de Junho de 2003, incorporado em sua
totalidade aqui por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

A presente inveng¢do diz respeito aos anticorpos que se ligam
ao fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF). Os anticorpos sao
particularmente direcionados as regides de CTGF envolvidas em atividades
bioldgicas associadas com varios distirbios.
FUNDAMENTOS

Fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF)

O CTGF € uma glicoproteina secretada 36kD, rica em cisteina,
de ligacdo de heparina, originalmente 1solada dos meios de cultura de células
endoteliais da veia umbilical humana. (Ver por exemplo, Bradham er al.
(1991) J Cell Biol 114: 1285 a 1294; Grotendorst e Bradham, Patente US
N2 5.408.040). O CTGF pertence a familia CCN (CTGF, Cyr61, Nov)
de proteinas (glicoproteinas secretadas), que inclui o produto genético inicial
imediato induzido por soro Cyr61, o oncogene putativo Nov, a proteina FISP-
12 associada a ECM, o gene CEF-10 induzivel por src, a proteina secretada
WISP-3 induzivel por Wnt, e a proteina anti-proliferativa HICP/rCOP
(Brigstock (1999) Endocr Rev 20: 189 a 206; O’Brian et al. (1990) Mol Cell
Biol 10: 3569 a 3577; Joliot et al. (1992) Mol Cell Biol 12: 10 a 21; Ryseck
et al. (1990) Cell Growth and Diff 2: 225 a 233; Simmons et al. (1989) Proc
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U S A, 95: 14717 a 14722; e Zhang et al. (1998) Mol Cell Biol 18: 6131 a
6141). As proteinas CCN sio caracterizadas pela conservagio de 38 residuos
de cisteina que constituem mais de 10% do teor de aminoacido total e
produzem uma estrutura modular com os dominios de terminal N e C. A
estrutura modular de CTGF inclui os motivos conservados para a proteina de
ligagdo do fator de crescimento tipo insulina (IGF-BP) e o fator de von
Willebrand (VWC) no dominio de terminal N, e trombospondina (TSP1) e um
motivo do grupo da cisteina no dominio de terminal C.

A expressio de CTGF ¢ induzida pelos membros da
superfamilia de Fator de Crescimento de Transformagio beta (TGF(), que
inclui TGFB-1, -2, e -3, proteina morfogenética dssea (BMP)-2, e activina,
assim como uma variedade de outros moduladores reguladores incluindo
dexametasona, trombina, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e
angiotensina II; e estimulos ambientais incluindo hiperglicemia e hipertens3o.
(Ver, por exemplo, Franklin (1997) Int J Biochem Cell Biol 29: 79 a
89;Wunderlich (2000) Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 238: 910 a 915;
Denton e Abraham (2001) Curr Opin Rheumatol 13: 505 a 511; e Riewald
(2001) Blood 97: 3109 a 3116; Riser ef al. (2000) J Am Soc Nephrol 11: 25 a
38; e Publicagdo Internacional N* WO 00/13706). A estimula¢do de TGFp da
expressdo de CTGF ¢ rapida e prolongada, e n3o requer a aplicagdo
persistente. (Igarashi et al. (1993) Mol Biol Cell 4: 637 a 645.) A expressdo
realgada de CTGF por TGF[f} envolve a ativaggo transcricional por intermédio
de elementos reguladores de DNA presentes no promotor de CTGF.
(Grotendorst et al. (1996) Cell Growth Differ 7: 469 a 480; Grotendorst e
Bradham, Patente US N° 6.069.006; Holmes et al. (2001) J Biol Chem 276:
10594 a 10601.)

O CTGF foi mostrado aumentar a transcrigio de estado

constante de mRNAs de a1(I) colageno, a5 integrina, e fibronectina, assim



10

15

20

25

3 s

eveos

]
°
[
[ e
.
]

3
[
ae

LJ
. .. » . . see
como promover os processos celulares incluindo a prohferac;ao
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de varios tipos celulares em cultura. (Ver por exemplo, Frazier et al. (1996) J
Invest Dermatol 107: 406 a 411; Shi-wen et al. (2000) Exp Cell Res 259: 213
a 224; Klagsburn (1977) Exp Cell Res 105: 99 a 108; Gupta et al. (2000)
Kidney Int 58: 1389 a 1399; Wahab et al. (2001) Biochem J 359 (Pt 1): 77 a
87; Uzel et al. (2001) J Periodontol 72: 921 -a 931; e Riser e Cortes (2001)
Ren Fail 23: 459 a 470). A inje¢do subcutanea de CTGF em camundongos
neonatais resulta na deposi¢fo local do tecido de granulagfo. Similarmente, a
injegdo subcutanea de TGF[ gera a formagao do tecido de granulagio e induz
niveis altos de mRNA de CTGF em fibroblastos locais. Além disso, a
combinagdo ou o tratamento seqiiencial com TGFB e CTGF resulta no
desenvolvimento de um granuloma mais persistente. (Mori ef al. (1999) J Cell
Physiol. 181: 153 a 159). Assim, o CTGF parece mediar um subconjunto dos
efeitos eliciados por TGFf, em particular, a produgdo e deposi¢do da matriz
extracelular (ECM). Além disso, a capacidade de responder ao CTGF, ou a
extensdo da resposta de CTGF, podem confiar em um estimulo de preparacdo
fornecido pelo tratamento com TGF que permite a “competéncia” celular.
(Publicagdo Internacional N WO 96/08140).

Embora um excesso de fatores de interagdo fossem
caracterizados que modulam a organizagZo tecidual, um consenso agora esta
emergindo para o papel do CTGF em regular o desenvolvimento esquelético,
cura do ferimento e remodelagio da matriz extracelular (ECM), fibrose,
tumorigénese, e angiogénese. Por exemplo, a expressdo de CTGF elevada foi
observada no figado cirrdtico, fibrose pulmonar, doenga do intestino
inflamatério, pele esclerdtica e queldides, desmoplasia, e placas
ateroscleroticas. (Abraham et al. (2000) J Biol Chem 275: 15220 a 15225;
Dammeier et al. (1998) Int J Biochem Cell Biol 30: 909 a 922; diMola et al.
(1999) Ann Surg 230 (1): 63 a 71; Igarashi et al. (1996) J Invest Dermatol
106: 729 a 733; Ito et al. (1998) Rim Int 53: 853 a 861; Williams et al. (2000)
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J Hepatol 32: 754 a 761; Clarkson et al. (1:999) Curr Op.in.f\}ephrcgl. Hil.aertens
8: 543 a 548; Hinton et al. (2002) Eye 16: 422 a 428; Gupta et al. (2000)
Kidney Int 58: 1389 a 1399; Riser et al. (2000) J] Am Soc Nephrol 11: 25 a
38).

O CTGF também ¢é superregulado em glomerulonefrite,
nefropatia de IgA, glomeruloesclerose focal e segmentar e nefropatia
diabética. (Ver, por exemplo, Riser et al. (2000) J Am Soc Nephrol 11: 25 a
38). Um aumento no nimero de células que expressam CTGF também ¢é
observado nos sitios de dano tubulointersticial cronico, € os niveis de CTGF
correlacionam com o grau do dano. (Ito et al. (1998) Kidney Int 53: 853 a
861). Além disso, a expressio de CTGF ¢é aumentada nos glomérulos e
tubulointersticio em uma variedade de doengas renais em associagdo com
cicatrizagdo e esclerose do parénquima renal. Os niveis elevados de CTGF
também foram associados com é fibrose hepatica, infartagio miocardica, e
fibrose pulmonar. Por exemplo, em pacientes com fibrose pulmonar
idiopatica (IPF), o CTGF ¢ fortemente superregulado em bidpsias e células
fluidas de lavagem broncoalveolar. (Ujike et al. (2000) Biochem Biophys Res
Commun 277: 448 a 454; Abou-Shady et al. (2000) Liver 20: 296 a 304;

- Williams et al. (2000) J Hepatol 32: 754 a 761; Ohnishi ez al. (1998) J Mol

Cell Cardiol 30: 2411 a 2422; Lasky ef al. (1998) Am J Physio 275: L365 a
371; Pan et al. (2001) Eur Respir J 17: 1220 a 1227; e Allen et al. (1999) Am
J Respir Cell Mol Biol 21: 693 a 700). Assim, o CTGF representa um alvo
terapéutico valido em distirbios, tais como aqueles descritos acima.

A associag@o de CTGF com vérios aspectos destes disturbios
foi estabelecida; e os métodos para tratar os distiirbios através da modulago
de CTGF foram descritos. (Ver, por exemplo, Grotendorst e Bradham, Patente
US N° 5.783.187; Publicagdo Internacional N® WO 00/13706; e Publicagio
Internacional N* WO 03/049773). A modulagio dos fatores de crescimento,

citocinas, e receptores da superficie celular podem ser realizadas usando

oy
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anticorpos monoclonais, e varios anticorpos mondclonais terai)éﬁtic.(;s foram
aprovados ou estdo em subdesenvolvimento. (Ver, por exemplo, Infliximab
(Remicade; Maini et al. (1998) Arthritis Rheum 41: 1552 a 1563; Targan et
al. (1997) N Engl J Med 337: 1A029 a 1035); Basiliximab (Simulect) e
Daclizumab (Zenapax) (Bumgardner et al. (2001)Transplantation 72: 839 a
845; Kovarik et al. (1999) Transplantation 68: 1288 a 1294); e Trastuzumab
(Herceptin; Baselga (2001) Ann Oncol 12 Suppl 1: S49 a 55)).

Os anticorpos foram gerados contra o CTGF, e tém provado
eficacia in vivo, por exemplo, em inibir a angiogénese. (Ver, por exemplo,
Grotendorst e Bradham, Patente US N° 5.408.040; Publicagdo Internacional
N°® WO 99/07407; e Shimo et al. (2001) Oncology 61: 315 a 322). Além
disso, a natureza modular de CTGF parece distinguir os dominios envolvidos
em atividades bioldgicas especificas. Por exemplo, a metade terminal N do
CTGF foi mostrada estimular a diferenciagéo celular e a produ¢ido de ECM,
ao passo que a metade terminal C estimula a prolifera¢do celular. (Ver, por
exemplo, as Publicagdes Internacionais N WO 00/35936 e WO 00/35939; e
Brigstock e Harding, Patente US N° 5.876.70). Isto demonstra que os
anticorpos direcionados as regides diferentes da molécula de CTGF exibem
efeitos diferentes com respeito as atividades biologicas de modulagdo do
CTGF. (Ver, por exemplo, Publicagdes Internacionais N WO 00/35936 e
WO 00/35939). Correntemente, nenhuma distingdo clara foi feita entre os
anticorpos anti-CTGF que produzem um efeito desejado, e aqueles que
produzem efeitos multiplos ou sdo ndo-neutralizantes. (Ver, por exemplo, a
Publicagio Internacional N* WO 99/33878).

Existe claramente uma necessidade na técnica para os agentes
que neutralizam eficazmente a atividade do CTGF na doencga. Os anticorpos,
particularmente os anticorpos monoclonais, fornecem a especificidade e os
perfis farmacocinéticos apropriados para um agente terapéutico, € o0s

anticorpos neutralizantes alvejados as atividades especificas do CTGF

NS
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preencheriam uma necessidade na técnica e éncontrariam S0 no tratamento
terapéutico de distirbios associados com CTGF incluindo disturbios
pulmonares tais como fibrose pulmonar idiopatica (IPF), etc.; distirbios
renais tais como nefropatia diabética, glomeruloesclerose, etc.; e distirbios
oculares tais como retinopatia, degeneragdo macular, etc.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece anticorpos, particularmente
anticorpos monoclonais, e por¢des destes que especificamente se ligam a uma
regido no fragmento de terminal N de um polipeptideo de CTGF.

Em um aspecto, um anticorpo da inveng¢do especificamente se
liga a uma regido no CTGF humano (SEQ ID NO: 2) como apresentado de
cerca do aminodcido 103 ao aminoédcido 164 (SEQ ID NO: 21), mais
especificamente de cerca do aminoacido 135 a cerca do aminoécido 157 (SEQ
ID NO: 22); e ainda mais especificamente de cerca do aminoéacido 142 a cerca
do aminoécido 154 (SEQ ID NO: 25); ou uma regido ortéloga no CTGF
derivado de uma outra espécie. Em formas de realizagio particulares, o
anticorpo tem a mesma especificidade como um anticorpo produzido pela
linhagem celular identificada por N* de Acesso ATCC __ . (Depositado
com o0 ATCC em 19 de Maio de 2004). Em formas de realizagdo especificas,
o anticorpo é substancialmente idéntico a mAbl, como descrito infra. Mais
preferivelmente, o anticorpo é substancialmente similar ao CLN1, como
descrito infra. Ainda em uma outra forma de realizagio, um anticorpo da
invengdo competitivamente se liga com qualquer um dos anticorpos
precedentes a um polipeptideo de CTGF.

Em uma forma de realizagdo, a presente inven¢do fornece um
anticorpo monoclonal ou por¢do deste compreendendo pelo menos um
membro do grupo que consiste de uma seqiiéncia de cadeia pesada de
imunoglobulina compreendendo a SEQ ID NO: 14, uma seqiiéncia de cadeia

pesada de imunoglobulina compreendendo o dominio variavel da SEQ ID
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NO: 14, uma seqiiéncia de cadeia leve de im:unog‘lobﬁlina compr'eefla‘enao a
SEQ ID NO: 20, uma seqiiéncia de cadeia leve de imunoglobulina
compreendendo o dominio varidvel da SEQ ID NO: 20, ou as variantes
conservativas deste. Em uma forma de realizagdo especifica, o anticorpo
compreende o dominio varidvel de cadeia pesada de imunoglobulina do
residuo de aminoacido 1 até o residuo de aminoacido 167 da SEQ ID NO: 14.
Em uma outra forma de realizagdo especifica, o anticorpo compreende o
dominio variavel de cadeia leve de imunoglobulina do residuo de aminoacido
1 até o residuo de aminoécido 136 da SEQ ID NO: 20. Em uma forma de
realizagdo particular, o anticorpo compreende a seqiiéncia de cadeia pesada de
imunoglobulina da SEQ ID NO: 14 e a seqiiéncia de cadeia leve de
imunoglobulina da SEQ ID NO: 20. Dentro desta forma de realizagio, a
presente invencdo especificamente fornece o anticorpo CLN1 ou uma por¢io
deste compreendendo pelo menos os residuos da regido de ligagdo de
antigeno de CLNI.

Em certos aspectos, o anticorpo da inveng¢do é um anticorpo
policlonal. Em outros aspectos, o anticorpo ¢ um anticorpo monoclonal. Em
certas formas de realizagdo, o anticorpo é um anticorpo monoclonal
humanizado; mais preferivelmente um anticorpo monoclonal humano.
Qualquer um dos anticorpos anteriormente mencionados pode conter
adicionalmente varias quantidades de glicosilago, incorporadas pela célula
que produz o anticorpo ou sinteticamente aplicadas e/ou modificadas; ou o
anticorpo pode ser isento de glicosilagdo. O anticorpo pode ser opcionalmente
peguilado e/ou similarmente modificado para aumentar a meia-vida do
plasma, etc. Em vérias formas de realiza¢fo, a invengdo fornece fragmentos
do anticorpo, particularmente em que o fragmento é um fragmento Fab,
F(ab),, ou Fv.

Em certos aspectos, o anticorpo ou porg¢io deste é produzido

por uma linhagem celular clonada. A linhagem celular pode ser derivada de

-
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qualquer modelo animal usado para a produgio de'.antibo'r'ﬁo monoclonal
incluindo, mas ndo limitado a, camundongos, cabra, galinha, etc. Em
particular, a linhagem celular pode ser derivada de camundongos. Os
camundongos podem ser camundongos padrdo usados para a produgdo de
anticorpo, por exemplo, BALB/C, ou uma cepa de camundongo modificada,
por exemplo, transgénica, otimizada ou desenvolvida para a produgfio de
anticorpos monoclonais especificos de isétipo, ididtipo, ou espécie
especificos. Em uma forma de realizagdo, a linhagem celular € uma linhagem
celular de hibridoma que produz e secreta mAbl. Em outras formas de
realizagdo, a linhagem celular produz e secreta um anticorpo ou porgdo deste
que tem uma propriedade substancialmente equivalente a0 mAbl. Ainda em
outras formas de realizagfo, a linhagem celular produz e secreta um anticorpo
ou por¢do deste que tem uma propriedade substancialmente equivalente a
CLNI1. Em uma forma de realizagdo particular, a invengdo fornece uma
linhagem celular identificada pelo N* de Acesso ATCC . (Depositado
em 19 de Maio de 2004.)

Em um outro aspecto, o anticorpo ou por¢do deste ¢ derivado
de um animal transgénico n3o humano, particularmente um mamifero
transgénico ndo humano, capaz de produzir um anticorpo humano. O animal
pode ser de qualquer espécie incluindo, mas ndo limitada a, camundongo,
galinha, vaca, cabra, etc. Em particulaf, o animal pode ser o camundongo.
Tais anticorpos podem ser obteniveis imunizando-se um mamifero
transgénico ndo humano com um fragmento de CTGF humano, por exemplo,
a SEQ ID NO: 21, ou, mais especificamente, a SEQ ID NO: 22, ou a uma
regido ortdloga no CTGF derivado de uma espécie ndo humana. Em certas
formas de realizagdo, os anticorpos sdo obtidos imunizando-se o mamifero
transgénico ndo humano com um fragmento de CTGF selecionado do grupo
que consiste das SEQ ID NOs: 23 até 26 ou uma regido ortéloga no CTGF

derivada de uma espécie ndo humana. Em formas de realizaggo especificas, os

3
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qualquer um dos fragmentos de CTGF anteriormente mencionados. Em outras
formas de realizagdo, os anticorpos sdo obtidos imunizando-se um
camundongo transgénico com equivalentes funcionais de qualquer um dos
fragmentos de CTGF anteriormente mencionados.

Por “especificamente se liga a uma regido no CTGF”, é
significado que os anticorpos tém especificidade de ligag&o para uma regido
particular em CTGF, que pode ser definida por uma seqiiéncia de aminoéacido
linear, ou por uma conformagio terciério, isto é, tridimensional em parte do
polipeptideo de CTGF. Especificidade de ligagdo significa que a afinidade
dos anticorpos pela por¢do de CTGF € substancialmente maior do que sua
afinidade por outros polipeptideos relacionados. Por “afinidade
substancialmente maior” pretendemos que exista um aumento mensuravel na
afinidade pela por¢do de CTGF quando comparada com a afinidade por
outros polipeptideos relacionados. Preferivelmente, a afinidade € pelo menos
1,5 vez, 2 vezes, 5 vezes, 10 vezes, 100 vezes, 10° vezes, 10* vezes, 10°
vezes, 10° vezes ou maior pela porgio particular do CTGF do que por outras
proteinas. Preferivelmente, a especificidade de ligagdo é determinada pela
cromatografia por afinidade, imunoprecipitagdo ou por um ensaio de ligagdo
in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imunossorvente ligado a
enzima (ELISA), ou por andlise de separagdo celular ativada por
fluorescéncia (FACS). Mais preferivelmente, a especificidade de ligagdo €
obtida por RIA ou cromatografia por afinidade, como descrito infra.

Em formas de realizagdo preferidas da inveng@o, os anticorpos
tém uma afinidade que € igual a ou maior do que aquela de mAbl, descrito
infra, como determinado, por exemplo, pela andlise Scatchard de Munson e
Pollard (1980, Anal Biochem 107: 220). A afinidade do anticorpo € definida
como a forga das interagdes ndo covalentes totais entre um unico sitio de

ligagdo de antigeno em um anticorpo e um unico epitopo em um antigeno. A
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afinidade ¢ calculada medindo-se a constante de asSociagio (K;) tal q{fe

Afinidade =K —M=—i—~

" [4642] K,

onde [Ab] € a concentragdo de sitio de ligagio de antigeno livre no anticorpo,
[Ag] € a concentragdo de antigeno livre, [Ab-Ag] é a concentragio de sitio de
ligagdo de antigeno no anticorpo ocupado pelo antigeno, e Ky € a constante de
dissociagdo do complexo anticorpo-antigeno. Preferivelmente, os anticorpos
da invengdo tém uma afinidade por CTGF que é maior do que Kq = 107%,
preferivelmente maior do que 10°, preferivelmente maior do que 107,
particularmente para o uso terapéutico. Vantajosamente, um anticorpo de
acordo com a inveng¢do tem uma afinidade similar a ou maior do que aquela
de mAD] (isto é, um Kg <10”). Entretanto, os anticorpos que compartilham a
ligagdo do epitopo com mAbl, mas que tém afinidade mais baixa (isto é, K4
mais alta) do que mAbl, também estio incorporados dentro da presente
invengdo e sfo potencialmente tUteis em varios ensaios e aplicagdes de
diagnoéstico como descrito aqui. Tais anticorpos adicionalmente podem ser
uteis em aplicagdes terapéuticas, especialmente se eles tém uma avidez alta
pelo antigeno, como descrito abaixo.

Os anticorpos de acordo com a invengdo podem ser
monovalentes, bivalentes ou eles podem ser multivalentes. Em certas formas
de realizagdo da invengdo, € preferido que os anticorpos da invengio sejam
bivalentes ou multivalentes. Qualquer um dos anticorpos da invengdo pode
ser manipulado para melhorar a avidez, por exemplo, combinando-se os sitios
de ligagdo de epitopo em uma unica construgdo de anticorpo, por exemplo,
um ftricorpo, etc. Os anticorpos de acordo com a invengdo podem ser
anticorpos de cadeia simples.

Pode ser util em algumas circunstincias para os anticorpos da
invengdo apresentar afinidade adequada pelo CTGF de outra espécie, por
exemplo, para o tratamento e prevengdo de distirbios nesta espécie. Por

exemplo, um anticorpo da invengdo que apresenta uma Ky adequada pelo

é)
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CTGF canino poderia ser usado para tratar um disttirbio associado com CTGF

N

em cachorros. Os anticorpos da invencdo que apresentam afinidade por
espécie cruzada, tais como mAbl, também sdo tuteis como ferramentas de
pesquisa, para estudar os distirbios associados com CTGF em vérios modelos
animais. Em um outro aspecto, o anticorpo ou porg¢éo deste é codificado pelo
material genético originalmente derivado de um ser humano. O anticorpo
pode ser gerado por células em cultura, por exemplo, usando técnicas de
exibi¢do de fago, ou pode ser produzido dentro de um animal, por exemplo,
um animal transgénico ndo humano contendo genes de imunoglobulina
derivados de um ser humano.

Adicionalmente, a  invengdo  fornece  construgdes
recombinantes compreendendo as porgdes de qualquer um dos anticorpos da
invengdo, como descrito acima, € uma proteina derivada de uma outra fonte.
Especificamente consideradas sfo as formas de realiza¢gdo que abrangem os
anticorpos quiméricos compreendendo uma regido variavel derivada de um
anticorpo monoclonal que especificamente se liga a uma regido em um
fragmento de terminal N de CTGF e uma regifo constante derivada de uma
outra fonte. A regifdo varidvel pode ser derivada de qualquer anticorpo
definido pela invengdo, e especificamente abrange os anticorpos que se ligam
a uma regido no CTGF humano de cerca do aminoacido 97 a cerca do
aminoacido 180 da SEQ ID NO: 2, ou, mais especificamente, de cerca do
aminoécido 103 a cerca do aminoacido 164 da SEQ ID NO: 2, ou, mais
especificamente, de cerca do aminodcido 134 a cerca do aminoacido158 da
SEQ ID NO: 2, ou, ainda mais especificamente, de cerca do aminoacido 143 a
cerca do aminoacido 154 da SEQ ID NO: 2, ou a uma regido ortéloga no
CTGF derivada de uma outra espécie. A regido constante pode ser derivada
de qualquer fonte. Em algumas formas de realizagZo, a regido constante é
derivada de uma regifo constante de uma imunoglobulina humana.

A presente invengdo também fornece qualquer um dos
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anticorpos descritos acima em que o anticorpo adicidnalmente compreende
um agente de rotulagdo capaz de fornecer um sinal detectavel por si s6 ou
junto com outras substidncias. Tais agentes de rotulagdo podem ser
selecionados de, mas ndo sio limitados, ao grupo que consiste de uma
enzima, substincia fluorescente, substincia quimioiluminescente, biotina,
avidina, e radioisdtopo. A presente invengdo também fornece qualquer um
dos anticorpos descritos acima em que o anticorpo adicionalmente
compreende um agente citotéxico ou enzima.

Em outras formas de realizagdo, os anticorpos da invengéo,
como descrito acima, neutralizam adicionalmente pelo menos uma atividade
associada com CTGF. Tais atividades associadas com CTGF incluem, mas
ndo sdo limitadas a, estimulo da migra¢do celular, producdo de matriz
extracelular por uma célula in vivo ou ex vivo, e/ou redugéo na fibrose em um
paciente. Em formas de realizagfio particulares, a atividade bioldgica é
selecionada do grupo que consiste de crescimento celular, diferenciagdo de
fibroblastos e/ou células endoteliais, e indugfio da expressdo de proteinas
envolvidas na formag&o e remodelagdo da matriz extracelular incluindo, por
exemplo, os colagenos incluindo, mas ndo limitados, aos tipos I, IL, II, e IV; e
a fibronectina.

Em certas formas de realizagdo, os anticorpos especificamente
inibem a migrag3o celular em ensaios ex vivo. Preferivelmente, os anticorpos
inibem a migrag¢do quimiotatica estimulada por CTGF de células do musculo
liso em um ensaio de cdmara de Boyden. Por exemplo, em um ensaio de
migragdo celular descrito infra, os anticorpos da invengdo repetida e
reproduzivelmente inibem a migrag@o induzida por CTGF. Em vérias formas
de realizagdo, os anticorpos especificamente reduzem a fibrose em modelos
animais. Preferivelmente, os anticorpos inibem o desenvolvimento de fibrose
em modelos animais de fibrose pulmonar e renal. Por exemplo, os anticorpos

atenuam a fibrose pulmonar induzida por bleomicina em camundongos em 60

.
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a 70%, como determinado pela inibigio do acumiulo ‘de’ hidroxiprolina
pulmonar (colageno) e/ou examinagdo histoldgica de preparagdes teciduais,
descritas infra. Além disso, os anticorpos reduzem o acumulo de colageno em
um modelo de rim remanescente de rato (isto €, 5/6 de nefrectomia), € em
camundongos seguindo a obstru¢do de ureter unilateral (UUO), como descrito
infra.

Em outras formas de realizagio, os anticorpos da invengio
modulam a interagdo entre um polipeptideo de CTGF e um receptor celular,
e/ou entre um polipeptideo de CTGF e um cofator secretado ou associado a
membrana, neutralizando desse modo uma atividade biolégica de CTGF. O
cofator pode ser qualquer proteina, carboidrato, e/ou lipideo; em formas de
realizagdo particulares, o cofator ¢ um membro da familia de TGF-$ dos
fatores de crescimento, por exemplo, TGF-f3, BMP-4, etc.

Em um outro aspecto, o anticorpo reduz a fibrose em um
paciente. Em vérias formas de realizagdo, o paciente ¢ um tecido ou 6rgio.
Em outras formas de realizag@o, o paciente é um animal, preferivelmente um
mamifero, o mais preferivelmente um ser humano. Quando o objeto é um
tecido, a invengdo especificamente considera tanto os tecidos enddgenos
quanto os tecidos ex vivo, por exemplo, tecidos de transplante, tecidos
desenvolvidos em cultura, etc. Em vérias formas de realizag¢do, o tecido é
selecionado do grupo que consiste de tecido epitelial, endotelial, e conjuntivo.
Quando o objeto ¢ um 6rgio, a invengao especificamente considera os drgios
selecionados do grupo que consiste de rim, pulmio, figado, olho, coragdo, e
pele. Em formas de realizagdo preferidas, o paciente ¢ um animal,
particularmente, um animal da espécie mamifera incluindo espécie de rato,
coelho, bovino, ovino, porcino, murino, eqiiino, e primata. Em uma forma de
realizagdo mais preferida, o paciente é o ser humano.

Em formas de realizag@o especificas, o anticorpo é usado para

tratar ou prevenir um distirbio associado com CTGF em um paciente tendo



10

15

20

25

14 .

.
.

[ v
»

veas
rYxxrl

eones e
003
weoeosn

ou em risco de ter um distirbio associadd com CTGE. *tais distirbiod
incluem, mas ndo sio limitados a, varios cénceres incluindo leucemia
linfoblastica aguda, dermatofibromas, cancer de mama, carcinoma de mama,
glioma e glioblastoma, rabdomiossarcoma e fibrossarcoma, desmoplasia,
angiolipoma, angioleiomioma, canceres desmoplasticos, e cancer de prostata,
ovariano, colorretal, pancreatico, gastrointestinal, e hepatico e outro
desenvolvimento tumoral e metastases. Os distirbios associados com CTGF
também incluem varios distirbios fibréticos incluindo, mas nfo limitados a,
fibrose pulmonar idiopatica, fibrose renal, glomeruloesclerose, fibrose ocular,
osteoartrite, escleroderma, fibrose cardiaca, e fibrose hepatica. A fibrose pode
ocorrer em qualquer 6rgéo ou tecido incluindo um 6rgéo selecionado de, mas
ndo limitado a, rim, pulméo, figado, coragdo, e pele; ou um tecido selecionado
de, mas ndo limitado a, tecido epitelial, endotelial, e conjuntivo. Em outras
formas de realizag?o, o distirbio associado com CTGF pode ser causado por
qualquer fator de iniciagdo incluindo, mas nfo limitado a, exposi¢éo a agentes
quimicos ou bioldgicos, resposta inflamatéria, reagdo autoimune, trauma,
procedimentos cirurgicos, etc. Os distirbios associados com CTGF também
incluem, mas n3o sfo limitados a, distirbios devido a hiperglicemia e
hipertensdo. Tais distiirbios podem ocorrer, por exemplo, devido a diabete,
obesidade, etc., e incluem nefropatia diabética, retinopatia, e doenga
cardiovascular.

Portanto, em varias formas de realizagdo, a invengdo fornece
anticorpos que podem ser usados para tratar ou prevenir distirbios associados
com CTGF em um paciente. A presente invengdo também fornece o uso de
tais anticorpos na fabricagio de um medicamento para o tratamento de
distirbios associados com CTGF.

Em um outro aspecto, a inven¢do fornece um método de
neutralizar uma atividade associada com CTGF compreendendo contatar um

anticorpo da inven¢do € um polipeptideo de CTGF, neutralizando desse modo



10

15

20

25

15

coo2
eae

XY X N1
-~eeec
2008
eevs
sscee
[ XX
cese

uma atividade biolégica de CTGF, tal como Aquéla desétita adima, A"
atividade biolégica pode ser qualquer atividade de CTGF incluindo, mas n#o
limitada a, estimulo da migragdo celular e produgdo de matriz extracelular.
Em varias formas de realizagdo, a neutralizagdo ocorre in vitro. Em outras
formas de realizag@o, a neutraliza¢do ocorre em um paciente iz vivo.

Ainda em um outro aspecto, a invengdio fornece métodos de
usar um anticorpo como descrito acima para tratar um distiurbio associado
com CTGF em um paciente em necessidade, o método compreendendo
administrar o anticorpo ou uma formulagio farmacéutica deste ao paciente,
tratando desse modo o disturbio. O paciente pode ser um paciente
diagnosticado com ou suspeito de ter um distirbio associado com CTGEF,
incluindo, por exemplo, um distirbio que resulta na produgdo em excesso de
matriz extracelular. Em aspectos particulares, o distirbio associado com
CTGF ¢ selecionado de um disturbio canceroso ou fibrdtico. Os cénceres
incluem, mas n3o sio limitados a, leucemia linfoblastica aguda,
dermatofibromas, cancer de mama, carcinoma de mama, glioma e
glioblastoma, rabdomiossarcoma e fibrossarcoma, desmoplasia, angiolipoma,
angioleiomioma, cainceres desmoplasticos, e cincer de prostata, ovariano,
colorretal, pancreatico, gastrointestinal, e hepatico, e os distirbios fibréticos
incluem, mas n#o sdo limitados a, fibrose pulmonar idiopéatica, fibrose renal,
glomeruloesclerose, fibrose ocular, degeneragdo macular, osteoartrite,
escleroderma, insuficiéncia cardiaca cronica, fibrose cardiaca, e fibrose
hepatica. Em outras formas de realizag@o, o distirbio associado com CTGF
pode ser causado por qualquer fator de iniciagéo incluindo, mas nfo limitado
a, exposi¢do a agentes quimicos ou bioldgicos, resposta inflamatdria, reagéo
autoimune, trauma, procedimentos cirirgicos, etc. Os distirbios associados
com CTGF também incluem, mas nio sdo limitados a, disturbios devido a
hiperglicemia e hipertensdo. Tais distirbios podem ocorrer, por exemplo,

devido a diabete, obesidade, etc., € incluem nefropatia diabética, rétinopatia, e
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doenga cardiovascular.

Em um outro aspecto, a presente inveng¢do fornece uma
composi¢do compreendendo um anticorpo como descrito acima e pelo menos
um outro componente. Os componentes podem incluir qualquer composto,
molécula, ou agente, incluindo, por exemplo, proteinas, icidos nucleicos,
carboidratos, lipideos, etc. Adicionalmente, os componentes podem incluir
varios solventes, sais, € outros veiculoes e/ou excipientes. Em algumas formas
de realizago, a composi¢do € uma composi¢do farmacéutica compreendendo
um anticorpo como descrito acima e pelo menos umAcomponente adicional
selecionado de um solvente, um estabilizante, ou um excipiente. Em uma
forma de realizag@o particular, a composi¢do farmacéutica compreende um
anticorpo em mistura com um veiculo farmaceuticamente aceitivel. A
composi¢do farmacéutica pode conter adicionalmente um segundo agente
terapéutico, por exemplo, um inibidor de enzima de conversio de
angiotensina (ACE), uma clivagem de produto final de glicagdo avangada ou
agente inibitério, etc. A invengdo adicionalmente fornece medicamentos
compreendendo um anticorpo como definido acima para tratar um paciente
tendo um disturbio associado com CTGF. Tais distirbios incluem, mas ndo
sdo limitados a, vérios canceres e disturbios fibréticos; disturbios que
resultam de condi¢des tais como infartagdo miocardica, artrite, e inflamag#o;
e disturbios devido a diabete, obesidade, e outros, que podem incluir
nefropatia diabética, retinopatia, e doenga cardiovascular.

Em uma outra forma de realizag¢do, a inveng¢do fornece uma
seqiiéncia de polipeptideo selecionada do grupo que consiste da SEQ IID NO:
14, aminoacido 1 até o aminoécido 167 da SEQ ID NO: 14, SEQID NO: 20, e
aminoacido 1 até o aminoacido 136 da SEQ ID NO: 20. A invengio também
abrange as variantes conservativas dos polipeptideos. Em uma outra forma de
realizagdo, a inveng¢do fornece fragmentos especificos de CTGF humano

selecionados do grupo que consiste das SEQ ID NOs: 21 até 26, e fragmentos
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de CTGF ort6logos obtida a partir de uma eépéme nao humana.

Os polipeptideos referidos acima podem ser polipeptideos
“alterados”, como definido infra.

Em uma outra forma de realizagfo, a invengdo fornece uma
seqiiéncia de polinucleotideo que codifica um anticorpo da invengo ou uma
por¢do deste. Em formas de realizagdo particulares, a seqiiéncia de
polinucleotideo ¢ selecionada do grupo que consiste de uma seqiiéncia de
polinucleotideo que codifica a SEQ ID NO: 14, uma seqiiéncia de
polinucleotideo que codifica do aminoacido 1 até o aminoacido 167 da SEQ
ID NO: 14, a seqiiéncia de polinucleotideo da SEQ ID NO: 13, e um
polinucleotideo compreendendo o nucleotideo 1 até o nucleotideo 501 da
SEQ ID NO: 13. Em outras formas de realizagdo, a seqiiéncia de
polinucleotideo ¢ selecionada do grupo que consiste de uma seqiiéncia de
polinucleotideo que codifica a SEQ ID NO: 20, uma seqiiéncia de
polinucleotideo que codifica do aminoacido 1 até o aminoacido 136 da SEQ
ID NO: 20, o polinucleotideo da SEQ ID NO: 19, e um polinucleotideo
compreendendo o nucleotideo 1 até o nucleotideo 408 da SEQ ID NO: 19.

Os polinucleotideos  referidos acima podem  ser
polinucleotideos “alterados”, como definido infra.

A invengdo fornece adicionalmente polinucleotideos
recombinantes compreendendo qualquer uma das seqiiéncias de
polinucleotideo descritas acima operavelmente ligadas a uma seqiiéncia
vetorial que contém seqiiéncias de replicag@o e de controle transcricional. Em
um aspecto, o polinucleotideo recombinante codifica a seqiiéncia de
aminoécido da SEQ ID NO: 14 ou o dominio varidvel nesta. Em um outro
aspecto, o polinucleotideo recombinante compreende a SEQ ID NO: 13.
Ainda em um outro aspecto, o polinucleotideo recombinante codifica a
seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 20 ou o dominio variavel nesta.

Ainda em um outro aspecto, o polinucleotideo recombinante compreende a
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SEQ ID NO: 19. ’

A invengdo também fornece células hospedeiras transfectadas
com pelo menos um dos polinucleotideos recombinantes descritos acima. As
células hospedeiras incluem qualquer célula hospedeira procaridtica e
eucaridtica, incluindo, por exemplo, linhagens celulares clonadas mantidas
por métodos de cultura conhecidos aqueles de habilidade na técnica. As
células hospedeiras também incluem as plantas e animais transgénicos
derivados de células transformadas, por exemplo, células tronco. Em uma
forma de realizagdo, a célula hospedeira compreende uma célula co-
transfectada com um polinucleotideo que codifica a SEQ ID NO: 14 e um
polinucleotideo que codifica a SEQ ID NO: 20, e que produz um anticorpo
funcional com caracteristicas substancialmente as mesmas como mAbl. Em
formas de realizagdo particulares, o anticorpo ¢ CLN1. Em uma outra forma
de realizagdo particular, a célula hospedeira é identificada pelo N°* de Acesso
ATCC . (Depositado: 19 de Maio de 2004).

Estas e outras formas de realizagdo da invengdo objeto
ocorrerdo prontamente aqueles de habilidade na técnica na luz da divulgagdo
aqui, e todas as tais formas de realizagfo sdo especificamente consideradas.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A e 1B mostram a conservagdo de estrutura e
seqiiéncia do Fator de crescimento do Tecido Conjuntivo. A Figura 1A mostra
a estrutura de dominio modular do CTGF, que inclui os motivos conservados
para a proteina de ligagdo do fator de crescimento tipo insulina (IGF-BP) e o
fator de Von Willebrand (VWC) no fragmento de terminal N, e
trombospondina (TSP1) e o motivo do grupo da cisteina (CT) no fragmento

de terminal C. A Figura 1B mostra um alinhamento de seqiiéncia multipla

~entre os fragmentos de terminal N de ortélogos de CTGF humano (hCTGF),

bovino (bCTGF), porcino (pCTGF), de rato (rCTGF), e murino (FISP12). O
alinhamento foi criado usando o programa CLUSTAL W (v. 1,74; Thompson

Bl
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et al. (1994) Nucleic Acids Res 22: 4673 a 4680) usando parametros bisicos.
Na figura, um asterisco (*) indica a conservagio completa do residuo de
aminoacido entre a espécie representada.

As Figuras 2A e 2B mostram os esquemas de Scatchard da
ligagdo competitiva entre o CTGF humano rotulado e nfo rotulado aos
anticorpos anti-CTGF, mAb2 e mAbl, respectivamente. O mAbl é um
anticorpo exemplar da presente invengao.

A Figura 3A mostra o fragmento de anticorpo Fab (M, 45kD)
obtido seguindo a digestdo de papaina do anticorpo de IgG correspondente
mADbI e a cromatografia por afinidade de A-Sefarose de proteina subseqiiente
(Linha 2), como apresentado por SDS-PAGE. A Figura 3B mostra a ligagdo
de um fragmento Fab e de IgG correspondente ao CTGF sobre concentragio
em aumento de agente catotrdépico (tiocianato).

As Figuras 4A e 4B mostram os esquemas de Scatchard de
ligagdo competitiva entre 0 CTGF humano recombinante rotulado e o CTGF
de rato nfo rotulado aos anticorpos anti-CTGF, mAb2 e mAblI,
respectivamente.

As Figuras 5A, 5B, e 5C mostram os beneficios terapéuticos
de um anticorpo da invengdo em um modelo de fibrose intersticial no pulm3o.
A Figura 5A mostra o efeito do tratamento com anticorpo em aumento
induzido por bleomicina em teor de hidroxiprolina de pulmdes de
camundongo. O nimero de animais em cada grupo é mostrado nos parénteses
abaixo de cada barra e os grupos de tratamento s3o indicados entre o €ixo x.
SA: Solugdo salina; BL: Bleomicina; AbsJ: mistura de 3 anticorpos
monoclonais da invengdo; mAbl, um anticorpo exemplar da invengdo. Os
valores sdo expressados como SE médio. As Figuras 5B e 5C mostram as
se¢des de parafina tingidas com hematoxilina e eosina de acinos proximais
pulmonares de camundongos expostos & bleomicina por inje¢do intratraqueal

e subseqiientemente tratados com solug#o salina ou anticorpos da inveng3o,



10

15

20

25

20 ..

. e o o o o

L]
intrdafvéolares finds tém

respectivamente. Na Figura 5B, o 4cinio dds seﬁto;
uma aparéncia anormal, e as células inflamatdrias e a fibrose estdo presentes.
Na Figura 5C, o parénquima € basicamente normal e existe apenas o
espessamento moderado dos septos interalveolares.

As Figuras 6A, 6B, e 6C mostram os beneficios terapéuticos
de um anticorpo da invengdo em um modelo de fibrose tubulointersticial no
rim. A Figura 6A mostra a redugdo na fibrose devido a obstrugdo de ureter
unilateral (UUO) seguindo o tratamento com um anticorpo da invengZo,
mAbl, ou um anticorpo direcionado ao término C de CTGF, mAb3. A
extensdo da fibrose é expressada como a razio de hidroxiprolina para prolina
no rim obstruido comparado com o rim nfo obstruido contralateral (SE
médio). As Figuras 6B e 6C mostram as se¢des de parafina tingidas com
tricromo de rins obstruidos que recebem solugdo salina ou terapia de
anticorpo, respectivamente.

As Figuras 7A e 7B mostram o beneficio terapéutico de um
anticorpo da inven¢do em um modelo de fibrose glomerular no rim. As
Figuras 7A e 7B mostram as fotomicrografias de tecido de rim remanescente
tingido com tricromo depois de receber solugdo salina ou terapia de anticorpo,
respectivamente.

As Figuras 8A, 8B, 8C, 8D, 8E, 8F, e 8G mostram a inducéo
de granulomas localizados subcutaneamente em camundongos recém-
nascidos. Na esquerda, as Figuras 8 A e 8B mostram a formag&o de granuloma
no sitio da injecdo subcutinea de TGFP sozinho ou TGFB e CTGEF,
respectivamente. Na direita, as Figuras 8C até 8G mostram um painel
histolégico que representa o sistema de contagem (de O [normal] a 4
[fibrético]) usado para avaliar o beneficio terapéutico do anticorpo.

A Figura 9 mostra o grau de fibrose em um modelo de

granuloma localizado subcutaneamente com e sem tratamento com anticorpos

- anti-CTGF. O mAbl ¢é um anticorpo exemplar da inveng3o, a0 passo que
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mAb3 é um anticorpo anti-CTGF que especiﬁcamen't a um epitopo de
CTGF de terminal C.

As Figuras 10A, 10B, 10C, e 10D mostram o beneficio
terapéutico de um anticorpo da invengdo na fibrose de 6rgdo usando um
modelo de esclerose sistémica. Cada um dos painéis mostra mudangas no
acumulo de colageno nos orgdos respectivos seguindo o tratamento com
solugdo salina (controle), TGFB e CTGF, ou tratamento com TGFf e CTGF
concomitante com a terapia de anticorpo.

As Figuras 11A e 11B mostram uma representagdo
diagramatica da clonagem de cadeias de imunoglobulina pesadas e leves de
um anticorpo exemplar da invengdo, o mAbl. A Figura 11A mostra o
alinhamento de fragmentos de PCR de cadeia pesada usados para determinar
a seqiiéncia de codifica¢do de cadeia pesada de mAbl (CDS). A Figura 11B
mostra o alinhamento de fragmentos de PCR de cadeia leve usados para
determinar a seqiiéncia de codifica¢do de cadeia leve de mAbl (CDS).

As Figuras 12A e 12B mostram os estudos de ligacdo entre
CTGF e TGFp. A Figura 12A mostra o grau de ligagdo entre o TGFf e cada
CTGF, um fragmento de CTGF codificado por exon 3 (Exon 3), ou um
fragmento de CTGF codificado por exon 5 (Exon 5) na presenga ou auséncia
de anticorpo anti-CTGF. A Figura 12B mostra o grau ao qual os anticorpos
anti-CTGF inibem a interagdo de TGFB e CTGF. Na figura, os anticorpos
incluem os anticorpos exemplares da invengdo, mAbl e mAb4, e um
anticorpo que especificamente se liga a um epitopo de CTGF de terminal C, o
mADb3. '

DESCRICAO DA INVENCAO

Antes que as presentes composi¢des € métodos sio descritos,
deve ser entendido que a invengdo ndo € limitada as metodologias, protocolos,
linhagens celulares, ensaios, e reagentes particulares descritos, visto que estes

podem variar. Também deve ser entendido que a terminologia usada aqui €
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intencionada a descrever as formas de realizagdo’ particulares da pfeseﬁte
inven¢do, € ndo ¢ de nenhum modo intencionada a limitar o escopo da
presente invengdo como apresentado nas reivindicagdes anexas.

Deve ser notado que como aqui usado e nas reivindicagdes
anexas, as formas singulares “um”, “uma”, e “o/a” incluem as referéncias no
plural a menos que o contexto dite claramente de outro modo. Assim, por
exemplo, uma referéncia a “um fragmento” inclui uma pluralidade de tais
fragmentos, uma referéncia a um “anticorpo” ¢ uma referéncia a um ou mais
anticorpos € aos equivalentes destes conhecidos aqueles habilitados na
técnica, e assim por diante.

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos
e cientificos aqui usados tém os mesmos significados como comumente
entendido por uma pessoa de habilidade comum na técnica aos quais esta
invengdo pertence. Embora quaisquer métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles descritos aqui possam ser usados na pratica ou teste da
presente inveng#o, os métodos, dispositivos, e materiais preferidos agora sio
descritos. Todas as publicagdes citadas nesta sdo aqui incorporadas por
referéncia em sua totalidade para o propdsito de descrever e divulgar as
metodologias, reagentes, e ferramentas relatados nas publicagdes, que podem
ser usadas em conec¢do com a inveng@o. Nada aqui deve ser interpretado
como uma admissdo de que a invengdo nZo € intitulada para antecipar tal
divulgacdo em virtude da inveng#o anterior.

A prética da presente invengo utilizard, a menos que de outro
modo indicado, os métodos convencionais de quimica, bioquimica, biologia
molecular, biologia celular, genética, imunologia e farmacologia, dentro da
habilidade da técnica. Tais técnicas sdo completamente explicadas na
literatura. Ver, por exemplo, Gennaro, A. R., ed. (1990) Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 18% ed., Mack Publishing Co.; Colowick, S. et al.,

eds., Methods In Enzymology, Academic Press, Inc,; Handbook
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ofExperimental Immunology, Volumes I a IV (D. M. Weir e C. C. Blackwell,

eds., 1986, Blackwell Scientific Publications); Maniatis, T. et al., eds. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edi¢gdo, Volumes I a III, Cold
Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al., eds. (1999)Short
Protocolos in Molecular Biology, 4* edi¢3o, John Wiley & Sons; Ream et al.,
eds. (1998) Molecular Biology Techniques: A Intensive Laboratory Course,
Academic Press); PCR (Introduction to Biotechniques Series), 22 ed. (Newton
& Graham eds., 1997, Springer Verlag).

Definicoes

“Fator de crescimento do tecido conjuntivo” ou “CTGF”
refere-se as seqiiéncias de aminoacido de CTGF substancialmente purificado
derivado de qualquer espécie, particularmente uma espécie mamifera,
incluindo rato, coelho, bovino, ovino, porcino, murino, eqiiino, € hominideo,
preferivelmente a espécie humana, e de qualquer fonte, se natural, sintética,
semi-sintética, ou recombinante.

O termo “fragmento de terminal N” de CTGF refere-se a
qualquer polipeptideo compreendendo as seqiiéncias derivadas da porgdo de
terminal amino de um polipeptideo de CTGF, ou a quaisquer variantes, ou
fragmentos destes. Os fragmentos de terminal N podem incluir todo, nenhum,
ou por¢des de CTGF do residuo de metionina inicial através da regido “da
dobradiga” livre de cisteina como mostrado nas Figuras 1A e 1B. Além disso,
os fragmentos de terminal N podem incluir todos, nenhum, ou porg¢des do
motivo de proteina de ligagdo do fator de crescimento de insulina e/ou o
dominio de von Willebrand tipo C (SEQ ID NO: 21) como mostrado na
Figura 1B. Os fragmentos de terminal N de CTGF também podem incluir
toda, nenhuma, ou por¢des da regido livre de cisteina. Além disso, os
fragmentos de terminal N de CTGF podem ser quaisquer quinze aminoacidos
ou mais contiguos contidos dentro de qualquer fragmento de terminal N

precedente definido acima.
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Em um aspecto, “fragmento He tetminal N d¢ C'TGE refere’s
as seqiiéncias de polipeptideo derivadas da por¢do de terminal amino de
CTGF humano. Tais fragmentos podem abranger a regifo inteira do residuo
de aminodacido 1 até o residuo de aminoacido 198 da SEQ ID NO: 2, ou de
cerca do aminoacido 23 a cerca do aminoacido 198 da SEQ ID NO: 2. O
limite do fragmento de terminal N dentro da regiio da dobradica pode ser
opcionalmente definido por um de vérios sitios de clivagem de protease
definidos na SEQ ID NO: 2, tais como os sitios de clivagem de quimiotripsina
entre os residuos 179 e 180, entre os residuos 182 e 183, e entre os residuos
188 e 189; sitios de clivagem de plasmina entre os residuos 183 e 184, e entre
os residuos 196 e 197; e um sitio de clivagem de proteina morfogenética
Ossea-1 entre os residuos 169 e 170. Adicionalmente, os fragmentos de
terminal N de CTGF humano podem incluir toda, nenhuma, ou porgdes da
regido do aminoacido 27 ao aminoacido 97 da SEQ ID NO: 2, do aminoacido
103 ao aminoacidol66 da SEQ ID NO: 2, ou do aminoacido 167 ao
aminoécido 198 da SEQ ID NO: 2. Além disso, os fragmentos de terminal N
de CTGF humano podem ser quaisquer quinze aminodcidos ou mais
contiguos contidos dentro de qualquer fragmento de terminal N precedente
definido acima.

Em formas de realizagdo especificas, os fragmentos de

terminal N de CTGF da presente inven¢do compreendem as seqii€ncias

selecionadas das regides seguintes do CTGF humano (SEQ ID NO: 2) e os
fragmentos ortélogos destes derivados de uma espécie diferente,
particularmente uma espécie mamifera incluindo rato, coelho, bovino, ovino,
porcino, murino, € eqilino: do residuo de aminoacido 23 ao residuo de
aminoécido 96 (codificado pelo exon 2); do residuo de aminoacido 27 ao
residuo de aminoécido 97 (motivo IGF-BP); do residuo de aminoacido 97 ao
residuo de aminoacido 180 (codificado pelo exon 3); do residuo de

aminoacido 103 ao residuo de aminoécido 166 (dominio VWC);V do residuo
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de aminoacido 167 ao residuo de amindacidd
cisteina); do residuo de aminoacido 23 ao residuo de aminodcido 180
(codificado pelos exons 2 e 3); do residuo de aminoacido 27 ao residuo de
aminoécido 166 (IGF-BP e VWC); e do residuo de aminoacido 23 ao residuo
de aminoacido 198. (Ver a Figura 1B).

O termo “fragmento de terminal C” de CTGF refere-se a
qualquer polipeptideo compreendendo as seqiiéncias derivadas da porgdo de
terminal carb6xi de uma seqiiéncia de polipeptideo de aminoéacido de CTGF,
ou a quaisquer variantes, ou fragmentos destes. Os fragmentos de terminal C
de CTGF podem incluir toda, nenhuma, ou por¢des da regido livre de cisteina
do polipeptideo de CTGF (do aminoécido 167 ao aminoacido 198 da SEQ ID
NO: 2).

Os fragmentos de terminal C podem incluir todo, nenhum, ou
porgdes do CTGF da regido da dobradiga livre de cisteina a extremidade da
proteina. Além disso, os fragmentos de terminal C podem incluir todo,
nenhum, ou por¢des do motivo de trombospondina e/ou o motivo do grupo da
cisteina. Além disso, os fragmentos de terminal C do CTGF podem ser
quaisquer quinze amino4cidos ou mais contiguos contidos dentro de qualquer
fragmento de terminal C precedente definido acima.

Em alguns aspectos, os fragmentos de terminal C podem
abranger a regido inteira do residuo de aminoacido 181 a cerca do residuo de
aminodcido 349 da SEQ ID NO: 2. O limite do fragmento de terminal C
dentro da regido da dobradi¢a pode ser opcionalmente definido por um de
varios sitios de clivagem de protease definidos na SEQ ID NO: 2, tais como
os sitios de clivagem de quimiotripsina, plasmina, e proteina morfogenética
ossea-1 definidos acima. Adicionalmente, os fragmentos de terminal C
compreendem as seqiiéncias selecionadas das regiSes seguintes de CTGF
humano (SEQ ID NO: 2) e os fragmentos ortélogos destes derivados de uma

espécie diferente, particularmente uma espécie mamifera incluindo rato,
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coelho, bovino, ovino, porcino, murino, :e eq%iino': do amino4cido201 ‘ao
aminoacido 242 da SEQ ID NO: 2, do aminoacido 247 ao aminoacido 349 da
SEQ ID NO: 2, do aminoacido 248 ao aminoacido 349 da SEQ ID NO: 2, ou
do aminoécido 249 ao aminoacido 346 da SEQ ID NO: 2. Além disso, os
fragmentos de terminal C do CTGF humano podem ser quaisquer quinze
aminoéacidos ou mais contiguos contidos dentro de qualquer fragmento de
terminal C precedente definido acima.

Os termos “regido livre de cisteina” ou “regido da dobradiga”
do CTGF referem-se a qualquer polipeptideo derivado de cerca do residuo de
aminodcido 167 a cerca do residuo de aminoacido 198 do CTGF humano
(SEQ ID NO: 2) e os fragmentos ortélogos destes derivados de uma espécie
diferente, particularmente uma espécie mamifera incluindo rato, coelho,
bovino, ovino, porcino, murino, € eqiiino.

Os termos “seqiiéncia de aminoécido” ou “polipeptideo” ou
“polipeptideos” como aqui usado referem-se as seqiiéncias de oligopeptideo,
peptideo, polipeptideo, ou proteina, e fragmentos destes, e as moléculas que
ocorrem naturalmente ou sintéticas. Um fragmento de polipeptideo ou
aminoacido € qualquer porgfio de um polipeptideo que mantém pelo menos
uma caracteristica estrutural e/ou funcional do polipeptideo. Os fragmentos de
CTGF incluem qualquer por¢do de um polipeptideo da seqiiéncia de CTGF
que mantém pelo menos uma caracteristica estrutural ou funcional de CTGF.
Onde “sequiéncia de aminodcido” € relatada para referir-se a seqiiéncia de
polipeptideo -de uma molécula de proteina que ocorre naturalmente, a
“seqiliéncia de aminoéacido” e os termos semelhantes ndo sdo significados a
limitar a seqiiéncia de aminodcido & seqiiéncia natural completa associada
com a molécula de proteina relatada.

O termo “imunogenicidade” diz respeito a capacidade de uma
substancia, quando introduzida no corpo, para estimular a resposta imune € a

producdo de um anticorpo. Um agente que exibe a propﬁedade de

0



10

15

20

25

27

oo
¢ o
.
.
L]

(XX XYY]

imunogenicidade ¢é referido como sendo 1m1inogéni
imunogénicos podem incluir, mas n3o sfo limitados a, uma variedade de
macromoléculas tais como, por exemplo, proteinas, lipoproteinas,
polissacarideos, acidos nucleicos, bactérias e componentes bacterianos, e
virus e componentes virais. Os agentes imunogénicos tém freqiientemente um
peso molecular maior do que 10 kDa. Os fragmentos antigénicos referem-se
aos fragmentos de polipeptideo de CTGF, preferivelmente, os fragmentos de
cerca de cinco a quinze aminoacidos em comprimento, que mantém pelo
menos um aspecto bioldgico ou imunoldgico de polipeptideo de atividade de
CTGF.

O termo “anticorpo” refere-se as moléculas intatas assim como
aos fragmentos deste, tais como os fragmentos Fab, F(ab’)2, e Fv, que sdo
capazes de se ligar ao determinante epitdpico, € incluem os anticorpos
policlonais € monoclonais. Os anticorpos que se ligam ao CTGF ou
fragmentos de CTGF podem ser preparados usando os polipeptideos intatos
ou usando fragmentos contendo peptideos pequenos de interesse como o
antigeno imunizante. O polipeptideo ou oligopeptideo usado para imunizar
um animal (por exemplo, um camundongo, rato, coelho, galinha, peru, cabra,
etc.) pode ser derivado da tradu¢do do RNA, ou quimicamente sintetizado, e
pode ser conjugado a uma proteina veiculoa se desejado. Os veiculoes
comumente usados quimicamente ligados aos peptideos incluem, por
exemplo, albumina sérica bovina, tiroglobulina, e hemocianina do lapa buraco
de fechadura (KLH).

O termo “anticorpo monoclonal” como aqui usado refere-se a
uma populagdio substancialmente homogénea de anticorpos, isto ¢, os
anticorpos individuais compreendendo a populagdo sfo idénticos em
especificidade e afinidade exceto para as muta¢des que ocorrem naturalmente
possiveis que podem estar presentes em quantidades menores. Note que uma

composi¢do de anticorpo monoclonal pode conter mais do que um anticorpo
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Os anticorpos monoclonais incluidos dentro do escopo da
invengdo incluem os anticorpos hibridos e recombinantes (por exemplo,
anticorpos ‘“humanizados”) independente da espécie de origem ou da
designagdio de classe ou subclasse de imunoglobulina, assim como os
fragmentos de anticorpo (por exemplo, Fab, F(ab’)2, e Fv), tendo pelo menos
uma das caracteristicas distintas dos anticorpos aqui descritos. As formas de
realizagdo preferidas incluem os anticorpos capazes de se ligar a
substancialmente o0 mesmo epitopo como aquele reconhecido pelo anticorpo
monoclonal mAb! e/ou t€m afinidade para este epitopo que € maior do que ou
igual 4 afinidade de mAbl.

O termo “monoclonal” indica o carater do anticorpo como uma
populagdo substancialmente homogénea de anticorpos, € ndo deve ser
interpretado como requerendo a produgfo do anticorpo por qualquer método
particular. Por exemplo, os anticorpos monoclonais da inven¢do podem ser
fabricados usando o método de hibridoma primeiro descrito por Kohler e
Milstein (1975, Nature 256: 495 a 497), ou pode ser fabricado pelos métodos
de DNA recombinante. Por exemplo, ver Celltech Therapeutics Ltd., Patente
Européia N°® EP-0 120 694; Cabilly et al., Pat. US N° 4.816.567; ou Mage e
Lamoyi (1987; em: Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, paginas 79 a 97).

O termo “anticorpo neutralizante” como aqui usado refere-se a
um anticorpo, preferivelmente um anticorpo monoclonal, que ¢ capaz de
inibir ou eliminar substancialmente uma atividade biolégica de CTGF.
Tipicamente, um anticorpo neutralizante inibira a ligagdo de CTGF a um
cofator tal como TGFp, a um receptor especifico de CTGF associado com
uma célula alvo, ou a um outro alvo biolégico. Em uma forma de realizagdo
particular, um anticorpo neutralizante inibird uma atividade bioldgica de

CTGF a um grau aproximadamente igual a ou maior do Que mAbl.
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Preferivelmente, um anticorpo neutralizanté inibird uma atividade biolégica
de CTGF a um grau aproximadamente igual a ou maior do que CLNI1.

A frase “distirbios associados com CTGF” como aqui usado
refere-se as condi¢des e doengas associadas com a expressdo ou atividade
anormal ou alterada de CTGF. A expressdo anormal de CTGF foi associada
com os distirbios proliferativos celulares, tais como aqueles causados por
proliferagdo celular endotelial; migragdo celular; crescimentos tipo tumor;
cicatrizagdo tecidual geral; e varias doengas caracterizadas pela deposi¢do
inapropriada da matriz extracelular.

Os disturbios associados com CTGF incluem, mas n3o sio
limitados a, distiirbios que envolvem angiogénese € outros processos que
desempenham um papel central em condi¢des tais como a vitreorretinopatia
proliferativa;  céncer, incluindo leucemia  linfoblastica  aguda,
dermatofibromas, cincer de mama, carcinoma de mama, glioma e
glioblastoma, rabdomiossarcoma e fibrossarcoma, desmoplasia, angiolipoma,
angiolelomioma, canceres desmoplasticos, € cancer de préstata, ovariano,
colorretal, pancreatico, gastrointestinal, e hepatico; outro desenvolvimento
tumoral e metastases; etc.

Os disturbios associados com CTGF também incluem os
disturbios fibréticos e as condigdes relacionadas, tais como cicatrizagdo
excessiva que resulta de fibrose localizada ou sistémica, fibrose cronica ou
aguda de o6rgdos tais como o rim, pulmdes, figado, olhos, coragdo, pele, etc.;
ou um tecido selecionado de, mas n#o limitado ao, tecido epitelial, endotelial,
e conjuntivo. A fibrose também pode ocorrer no olho e juntas. Tais distirbios
associados com CTGF incluem, por exemplo, fibrose cardiaca, incluindo
fibrose reativa cardiaca ou remodelagio cardiaca seguindo infarta¢do
miocardica ou insuficiéncia cardiaca congestiva; distirbios pulmonares,
incluindo fibrose intersticial pulmonar, etc.; fibrose associada com diélise

incluindo didlise peritoneal, por exemplo, dialise peritoneal de ambulatério
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continua (CAPD); fibrose peridural; fibrosé renal; fibrose’ pulmonar; fibrose
intersticial; fibrose cutdnea; e fibrose que resulta de traumas agudos ou
repetitivos, incluindo cirurgia, quimioterapia, tratamento com radiago,
rejeicdo a aloenxerto, rejeigdio ao transplante cronica e aguda (por exemplo,
rim, figado, ou outros 6rgéo); bronquiolite obliterante, por exemplo, seguindo
transplante pulmonar; e inflamagdo e infec¢do, por exemplo, devido a doenga
ou dano.

Adicionalmente, os distirbios associados com CTGF incluem,
mas ndo sio limitados a, condigdes esclerdticas, incluindo esclerose sistémica,
escleroderma, queldides, cicatrizagdo hipertréfica, e outras doengas e
condigdes dermatoldgicas; aterosclerose, tais como as condi¢des que
envolvem placas aterosclerdticas e aterosclerose associada com diabete,
dialise peritoneal, etc.; artrite, incluindo artrite reumatodide, osteoartrite, e
outras condi¢gdes inflamatoérias da junta, etc.; doengas intersticiais, incluindo
fibrose intersticial; doenga de Crohn; doeng¢a do intestino inflamatério;
retinopatias, incluindo, por exemplo, vitreorretinopatia proliferativa,
retinopatia diabética nfio proliferativa, retinopatia diabética proliferativa, e
degeneragdo macular (incluindo doenga (de Stargardt) relacionada a idade e
juvenil, e descolamento epitelial pigmentar); nefropatias, incluindo nefropatia
diabética, nefropatia associada com IgA, nefropatia devido a toxicidade,
doenca de lupo renal, etc.; e condi¢des associadas com destrui¢do tubular com
toxicidade quimica.

Os disturbios associados com CTGF também incluem, mas
nio sdo limitados a, disturbios devido a hiperglicemia, hipertensio, formagio
de produto final com glicag@o avangada (AGE), etc. Tais disturbios podem
dcorrer, por exemplo, devido a diabete, obesidade, etc., e incluem nefropatia
diabética, retinopatia, ¢ doenga cardiovascular. Além disso, os distirbios
associados com CTGF podem ser causados por qualquer fator de iniciagdo

incluindo, mas n#o limitado a, exposi¢do a agentes quimicos ou bioldgicos,
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etc. Em algumas formas de realizagdo, os métodos sdo usados para tratar um

paciente predisposto a um distirbio associado com CTGF devido a uma

condi¢do incluindo, mas nfo limitada a, infartagdo miocardica, artrite, e

inflamagio local ou sistémica.

Os processos e disturbios “proliferativos” aqui referidos
incluem os estados patologicos caracterizados pela multiplicagdo continua de
células que resultam em um crescimento excessivo de uma populagdo de
célula dentro de um tecido. As populagdes de célula ndo sdo necessariamente
células transformadas, tumorigénicas ou malignas, mas podem incluir também
as células normais. Por exemplo, o CTGF pode estar envolvido
patologicamente induzindo-se uma lesdo proliferativa' na camada intima de
uma parede arterial, resultando em aterosclerose, ou estimulando-se a
neovascularizagio.

“Cancer” refere-se a qualquer desenvolvimento autonomo de
tecido, incluindo desenvolvimento nio controlado, anormal de células, ou a
qualquer tumor maligno de desenvolvimento potencialmente ilimitado que se
expande localmente por invasdo e sistemicamente por metastase. O cancer
também refere-se a qualquer estado anormal marcado por um cancer.

O termo “fibrose” refere-se ao processamento anormal de
tecido fibroso, ou degeneragéo fibroide ou fibrosa. A fibrose pode resultar de
varios danos ou doengas, e freqlientemente pode resultar de rejeigdo a
transplante cronica relativo a transplantacdo de varios oOrgdos. A fibrose
envolve tipicamente a produgdo, acumulo, ou deposi¢do anormal de
componentes da matriz extracelular, incluindo a superprodugéo e deposigéo
aumentada de, por exemplo, colageno e fibronectina. “Fibrose” é aqui usado
em seu sentido mais amplo referindo-se a qualquer produg@o em excesso ou
deposicdo das proteinas da matriz extracelular. Existem exemplos numerosos

de fibrose, incluindo a formagfo de tecido conectivo que forma a cicatriz
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seguindo um ataque cardiaco, que diminuf a cépac'i.dadfa o cora¢iio bombear.
A diabete freqiientemente causa dano/cicatrizag@o nos rins, que leva a uma
perda progressiva da fungdo renal; e nos olhos, que causa a perda da visdo.
Depois da cirurgia, o tecido conectivo que forma a cicatriz pode se formar
entre os c’)rgﬁos internos causando contratura, dor, € em alguns casos,
infertilidade. Os drgdos principais tais como o corago, rim, figado, olho, e
pele estdo propensos a cicatrizagdo cronica, comumente associada com outras
doengas. As cicatrizes hipertréficas (volume de tecido ndo maligno) sdo uma
forma comum de fibrose causada por queimaduras e outro trauma. Além
disso, existem varios outros distirbios fibroproliferativos, incluindo
escleroderma, queldides, e aterosclerose, que sdo associados respectivamente
com a cicatrizagdo tecidual geral, crescimentos tipo tumor na pele, ou
cicatrizagdo sustentada de vasos sangiiineos que diminui a capacidade de
conducio sangiiinea.

Os termos “acido nucleico” ou “polinucleotideo” ou
“polinucleotideos” referem-se aos oligonucleotideos, seqiiéncias de
nucleotideo, ou polinucleotideos, ou quaisquer fragmentos destes, € a0 DNA
ou RNA de origem natural ou sintética que podem ser de filamento inico ou
duplo e podem representar o filamento de sentido ou anti-sentido, ao acido
nucleico de peptideo (PNA), ou a qualquer material tipo DNA ou tipo RNA,
natural ou sintético em origem. Os fragmentos de polinucleotideo so
qualquer por¢do de uma seqiiéncia de polinucleotideo que mantém pelo
menos uma caracteristica estrutural ou funcional do polinucleotideo. Os
fragmentos de polinucleotideo podem ser de comprimento variavel, por
exemplo, maior do que 60 nucleotideos em comprimento, pelo menos 100
nucleotideos em comprimento, pelo menos 1000 nucleotideos em
comprimento, ou pelo menos 10.000 nucleotideos em comprimento.

Os polinucleotideos “alterados” incluem aqueles com

supressoes, inser¢des, ou substituicdes de nucleotideos diferentes que
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resultam em um polinucleotideo que codifica’ o thesmio” ou im’ polipepfideo
funcionalmente equivalente. Incluidas dentro desta defini¢do estdo as
seqiiéncias que exibem polimorfismos que podem ou nfo ser facilmente
detectaveis usando sondas de oligonucleotideo particulares ou através de
delecdo de hibridizagdo imprdpria ou inesperada a alelos, com um locos outro
que n3o o locos cromossdmico normal para a seqiiéncia de polinucleotideo
objeto.

Os polipeptideos “alterados” podem conter supressdes,
inser¢des, ou substituicdes de residuos de aminoacido, que produzem uma
mudanga silenciosa e resultam em um polipeptideo funcionalmente
equivalente. As substitui¢gdes de aminodcido deliberadas podem ser feitas na
base de similaridade em polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade,
hidrofilicidade, e/ou a natureza anfipatica dos residuos contanto que a
atividade bioldgica ou imunoldgica do polipeptideo codificado é mantida. Por
exemplo, os aminodcidos negativamente carregados podem incluir o acido
aspartico e acido glutdmico; os aminoacidos positivamente carregados podem
incluir lisina e arginina; e os aminoacidos com grupos de cabega polares ndo
carregados tendo valores de hidrofilicidade similares podem incluir leucina,
isoleucina, e valina, glicina e alanina, asparagina e glutamina, serina e
treonina, e fenilalanina e tirosina.

Uma “variante” de polipeptideo ou aminodcido é uma
seqiiéncia de aminoacido que ¢ alterada por um ou mais aminoacidos de uma
seqiiéncia de aminoécido particular. Uma variante de polipeptideo pode ter
mudangas conservativas, em que um aminoacido substituido tem propriedades
estruturais ou quimicas similares aos aminoacido substituidos, por exemplo,
substitui¢do de leucina com isoleucina. Uma variante também pode ter
mudangas ndo conservativas, em que o aminoacido substituido tem
propriedades fisicas diferentes daquelas do aminoacido substituido, por

exemplo, substituicdo de uma glicina com um triptofano. As variagdes
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menores andlogas também podem incluir *supressdes o fnserédes de
aminoacido, ou ambas. Preferivelmente, as variantes de aminoacido mantém
certas caracteristicas estruturais ou funcionais de um polipeptideo particular.
A orientagdo em determinar quais residuos de aminoacido podem ser
substituidos, inseridos, ou suprimidos pode ser encontrada, por exemplo,
usando programas de computador bem conhecidos na técnica, tais como o
software LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI).

Uma variante de polinucleotideo ¢ uma variante de uma
seqiiéncia de polinucleotideo particular que preferivelmente tem pelo menos
cerca de 80%, mais preferivelmente pelo menos cerca de 90%, € o mais
preferivelmente pelo menos cerca de 95% de similaridade de seqiiéncia de
polinucleotideo a seqiiéncia de polinucleotideo particular. Deve ser avaliado
por aqueles habilitados na técnica que como um resultado da degeneragéo do
cédigo genético, uma multiddo de seqiiéncias de polinucleotideo variantes que
codificam uma proteina particular, algumas carregando homologia minima as
seqiiéncias de polinucleotideo de qualquer gene conhecido € que ocorre

naturalmente, pode ser produzida. Assim, a inven¢do considera cada e toda

variagio possivel de seqiiéncia de polinucleotideo que poderia ser feita

selecionando-se as combinagdes com base em escolhas de cddon possiveis.
Estas combinagdes sdo feitas de acordo com o codigo genético de tripleto de
codon padrio, e todas as tais variagdes devem ser consideradas como sendo
especificamente divulgadas.

Uma “delecdo” ¢ uma mudanga em uma seqiiéncia de
aminoacido ou nucleotideo que resulta na auséncia de um ou mais residuos de
aminodcido ou nucleotideos.

Os termos “inser¢do” ou “adi¢do” referem-se a uma mudanga
em uma seqiiéncia de polipeptideo ou polinucleotideo que resulta na adigéo
de um ou mais residuos de aminoédcido ou nucleotideos, respectivamente,

quando comparado a molécula que ocorre naturalmente.
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O termo “equivalente funcional® como € aqui usado refere-se a
um polipeptideo ou polinucleotideo que possui pelo menos uma caracteristica
funcional e/ou estrutural de um polipeptideo ou polinucleotideo particulares.
Um equivalente funcional pode conter modificagdes que permitem o
desempenho de uma fung@o especifica. O termo “equivalente funcional” €
intencionado a incluir os fragmentos, mutantes, hibridos, variantes, analogos,
ou derivados quimicos de uma molécula.

O termo “microarranjo” refere-se a qualquer arranjo de acidos
nucleicos, aminoacidos, anticorpos, etc., em um substrato. O substrato pode
ser qualquer suporte adequado, por exemplo, pérolas, vidro, papel,
nitrocelulose, néilon, ou qualquer membrana apropriada, etc. Um substrato
pode ser qualquer suporte rigido ou semi-rigido incluindo, mas nfo limitado
a, membranas, filtros, pastilhas, lascas, 1aminas, fibras, pérolas, incluindo
pérolas magnéticas ou n3o magnéticas, géis, tubulagdo, placas, polimeros,
microparticulas, capilares, etc. O substrato pode fornecer uma superficie para
revestimento e/ou pode ter uma variedade de formas de superficie, tais como
reservatorios, alfinetes, trincheiras, canais, € poros, aos quais os &cidos
nucleicos, aminoacidos, etc., podem ser ligados.

O termo “amostra” € aqui usado em seu sentido mais amplo.
As amostras podem ser derivadas de qualquer fonte, por exemplo, de fluidos
corporeos, secregdes, tecidos, células, ou células em cultura incluindo, mas
nfo limitadas a, saliva, sangue, urina, soro, plasma, vitreo, fluido sinovial,
fluido espinal cerebral, fluido amnidtico, e tecido do 6rgdo (por exemplo,
tecido submetido a bidpsia); de cromossomos, organelas, ou outras
membranas isoladas de uma célula; de DNA gendémico, cDNA, RNA, mRNA,
etc.; e de células ou tecidos claros, ou manchas ou impressdes de tais células
ou tecidos. As amostras podem ser derivadas de qualquer fonte, tal como, por
exemplo, de um paciente humano, ou um paciente mamifero ndo humano, etc.

Também consideradas sfo as amostras derivadas de qualquer modelo animal
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de doenga. Uma amostra pode estar em ‘solu¢do ‘ou pode ser, por éxemplo,
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fixa ou ligada a um substrato. Uma amostra pode referir-se a qualquer
material adequado para teste quanto & presenga de CTGF ou de fragmentos de
CTGF ou adequado para triagem para as moléculas que se ligam a CTGF ou
aos fragmentos destas. Os métodos para se obter tais amostras estdo dentro do
nivel de habilidade na técnica.

O termo “hibridizagdo” refere-se ao processo pelo qual uma
seqiiéncia de 4cido nucleico se liga a uma seqii€ncia complementar através de
par de base. As condig¢Ges de hibridizag@o podem ser definidas, por exemplo,
pelas concentragdes de sal ou formamida nas solugGes de pré hibridizagio e
hibridizagdo, ou pela temperatura de hibridizagdo, e sdo bem conhecidas na
técnica. A hibridizaggo pode ocorrer sob condigdes de estringéncia variada.

Em particular, a estringéncia pode ser aumentada reduzindo-se
a concentragdo de sal, aumentando-se a concentra¢do de formamida, ou
elevando-se a temperatura de hibridizagfo. Por exemplo, para os propositos
da presente inveng#o, a hibridizag@o sob condi¢des de estringéncia alta pode
ocorrer em cerca de 50% de formamida a cerca de 37°C a 42°C, e sob
condi¢des de estringéncia reduzida em cerca de 35% a 25% de formamida a
cerca de 30°C a 35°C. Em particular, a hibridizagio no geral ocorre em
condigbes de estringéncia mais alta a 42°C em 50% de formamida, 5X de
SSPE, 0,3% de SDS, e 200 ng/ml de DNA de esperma de salmio cisalhado e
desnaturado.

A faixa de temperatura que corresponde a um nivel particular
de estringéncia pode ser ainda limitada por métodos conhecidos na técnica,
por exemplo, calculando-se a razfio de purina para pirimidina do 4cido
nucleico de interesse e ajustando-se conformemente a temperatura. Para
remover os sinais ndo especificos, as manchas podem ser seqiiencialmente
lavadas, por exemplo, na temperatura ambiente ou até e incluindo 60°C, sob

condi¢des crescentemente estritas de até 0,1X de SSC e 0,5% de SDS. As
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variagoe€s nas faixas e COI’ldeOCS acima sad beni conhecidas na técnica.

Invencio

A presente inveng&o fornece anticorpos que especificamente se
ligam ao Fator de Crescimento de Tecido Conjuntivo (CTGF). Os anticorpos
sdo anticorpos policlonais ou monoclonais, preferivelmente anticorpos
monoclonais, € mais preferivelmente anticorpos monoclonais humanos. Os
anticorpos sdo direcionados para o fragmento de terminal N do CTGEF,
mostrado na Figura 1. Mais especificamente, os anticorpos sdo direcionados
para um fragmento de CTGF que se estende de cerca do residuo 97 a cerca do
residuo 180 da SEQ ID NO: 2. Em formas de realizagdo particulares, os
anticorpos sdo direcionados para um fragmento de CTGF que se estende de
cerca do residuo 103 a cerca do residuo 164, e mais particularmente um
fragmento de cerca do residuo 134 a cerca do residuo 158 da SEQ ID NO: 2.
Mais especificamente, os anticorpos sdo direcionados para um fragmento de
CTGF que se estende de cerca do residuo 143 a cerca do residuo 154 da SEQ
ID NO: 2.

Em formas de realizagdo particulares, os anticorpos
neutralizam uma atividade bioldgica de CTGF. As atividades bioldgicas de
CTGF incluem proliferagdo, diferenciagdo celular, expressdo de gene, etc. Em
formas de realiza¢do particulares, a atividade bioldgica € selecionada do
grupo que consiste de diferenciagio celular, por exemplo, diferenciagio ou
transdiferenciagdo de fibroblastos, miofibroblastos, células endoteliais, etc.,
de varias células precursoras; a indugdo da expressdo de proteinas envolvidas
na formagdo e remodelagdo da matriz extracelular incluindo, por exemplo,
colageno tipo I, fibronectina, etc.; a indugdo cooperativa de cascatas de
sinalizagdo associadas com vérios fatores incluindo, mas nio limitados a,
TGF-B, IGF, VEGF, angiotensina II, endotelina, etc.; e a resposta celular a
varios estimulos ambientais incluindo, mas n#o limitados a, glicose

aumentada (hiperglicemia), tensdo mecanica aumentada (hipertensﬁo), etc.
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Embora a invengfo nfo deVa set limitada pelo mecanismo pelo

qual os anticorpos neutralizam a atividade de CTGF, os anticorpos podem
ligar-se a e impedir o CTGF de interagir com os receptores celulares
especificos. Os receptores podem ter afinidade de ligagdo alta por CTGF e,
por ligagdo ao CTGF, estimular um sinal intracelular que leva a proliferagio,
diferenciag@o, indugdo da expressdo de gene, e/ou mudanga na morfologia ou
fungdo celular. A resposta bioldgica particular de uma célula ao CTGF
depende da célula e do estado corrente do ambiente adjacente.
Alternativamente, os receptores podem ter afinidade de ligagdo baixa por
CTGeF e, pela ligagdo ao CTGF, por exemplo, o CTGF de posi¢do relativa aos
receptores de afinidade alta pode facilitar o reconhecimento pelo € a resposta
ao CTGF. Alternativamente, os anticorpos podem ligar-se ao CTGF dentro de
tecidos ou orgdos e facilitar a titulagdo ou elimina¢do do CTGF do corpo.
Alternativamente ou em combinagdo com 0Os mecanismos
descritos acima, os anticorpos podem ligar-se a e impedir o CTGF de interagir
com os cofatores secretados ou ligados a membrana. Tais cofatores incluem
especificamente os membros da superfamilia de TGFP incluindo, por
exemplo, TGFB-1, -2, e -3; activina-A, -B, -C, e -E; BMP-2, -3, -4, -5, -6, -7,
-8a, -8b, -9, -10, -11, e -15; e GDF-3, -5, -6, - 7, -9, e -10. Por exemplo, o
CTGF foi mostrado ligar-se a0 TGF(3-1 e BMP-4 e modular sua atividade.
(Abreu ef al. (2002) Nat Cell Biol 4: 599 a 604). A presente invenggo fornece
evidéncia que a regido de CTGF que se liga ao TGFp € codificada pelo exon
3 (Figura 1B; do nucleotideo 418 ao nucleotideo 669 da SEQ ID NO: 1) e os
anticorpos que se ligam dentro desta regido impedem a interagdo entre CTGF
e TGFB. (Exemplo 12, infra). Além disso, os anticorpos que se ligam dentro
desta regifio de CTGF foram mostrados neutralizar os processos associados ao
CTGF especificos em modelos animais. Por exemplo, os anticorpos que se
ligam dentro desta regido de CTGF foram mostrados especificamente inibir a

migragdo celular em ensaios ex vivo, € reduzem a fibrose em modelos
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anticorpo CLN1 é produzido pela linhagem celular definida pelo N° de
Acesso ATCC | depositado com the American Type Culture
Collection (Manassus VA) em 19 de Maio de 2004.
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animais. Os anticorpos exemplares da ‘invengdo sio mAbl

Independente do mecanismo de agfo, a presente invengdo
fornece os métodos de usar os anticorpos para tratar varias doengas e
distarbios associados com CTGF. As doengas e distirbios associados com
CTGF incluem, mas n3o sdo limitados a, nefropatias, fibroses pulmonares,
retinopatias, escleroderma, fibroses hepaticas, insuficiéncia cardiaca, artrite, e
aterosclerose. Adicionalmente, os distirbios associados com CTGF ocorrem
devido a varios fatores incluindo, mas ndo limitados a, hiperglicemia,
hipertensdo, diabete, obesidade, etc; e incluem nefropatia diabética,
retinopatia, doenca cardiovascular, e outros. Como "o CTGF ¢
superexpressado em uma variedade ampla de doengas incluindo aquelas
listadas acima, a invengdo considera tratar os pacientes tendo um distirbio
associado com CTGF com um anticorpo de CTGF para melhorar ou
estabilizar a patologia, manter ou restaurar a fungfo do dérgdo, melhorar a
qualidade de vida, e prolongar a sobrevivéncia.

Por exemplo, os anticorpos sfo particularmente direcionados
as regides de CTGF envolvidas em atividades bioldgicas associadas com
aspectos tanto fibroticos quanto néo fibréticos de varios disturbios incluindo,
por exemplo, fibrose intersticial pulmonar, nefropatia diabética e retinopatia,
degeneragdo macular, etc. A invengdo também diz respeito aos métodos de
usar os anticorpos para tratar os distirbios associados com CTGF incluindo os
disturbios fibréticos localizados e sistémicos, tais como aqueles do pulmio,
figado, corag?o, pele, e rim, etc.; e a formag&o de cicatriz localizada devido a,
por exemplo, trauma, procedimentos cirurgicos, etc.

Os anticorpos da invengdo também podem ser usados em

qualquer método que envolva a ligagdo ao CTGF. Tais métodos incluem a

(o))
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purificagio de CTGF ou fragmentos’ de” .T.GF,: por 'exgt;lpfo, .pela
cromatografia por afinidade; detecgdo de CTGF ou fragmentos de CTGF em
uma amostra, por exemplo, usando ELISA ou técnicas imunoistoquimicas;
diagnosticar um distirbio associado com CTGF usando-se o método de
detectar o CTGF para medir os niveis d¢ CTGF em uma amostra de paciente e
comparando o nivel de CTGF na amostra a um padréo.

Anticorpos Direcionados ao CTGF

A modulagio da quantidade e/ou atividade de fatores celulares
secretados usando, por exemplo, anticorpos monoclonais, foi apresentada, e
véarios anticorpos terapéuticos foram aprovados ou estdo sob
desenvolvimento. (Ver, por exemplo, Abciximab (Reopro; Centocor, Inc.,
Malvern PA), Infliximab (Remicade; Maini et al. (1998) Artrite Rheum 41:
1552 a 1563; Targan et al. (1997) N Engl J Med 337: 1029 a 1035);
Basiliximab (Simulect) e Daclizumab (Zenapax) (Bumgardner et al.
(2001)Transplantation 72: 839 a 845; Kovarik et al. (1999) Transplantation
68: 1288 a 1294); e Trastuzumab (Herceptin; Baselga (2001) Ann Oncol 12
Suppl 1: S49 a 55)). Os métodos numerosos dos quais produz anticorpos,
incluindo a produgdo em animais, plantas, fungos, e bactérias; constru¢do
sintética; e cultura ex vivo; sdo conhecidos e estdo disponiveis aqueles de
habilidade na técnica.

Os anticorpos da invengdo podem ser preparados usando
qualquer técnica que forneca a produgfo de moléculas de anticorpo. As
técnicas para a produgfo in vivo e in vitro de anticorpos monoclonais ou
policlonais s3o bem conhecidas no ramo. (Ver, por exemplo, Pound (1998)
Immunochemical Protocolos, Humana Press, Totowa NJ; Harlow e Lane
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nova Iorque; Goding (1986) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
2% Edi¢3o0, Academic Press; Schook (1987) Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc). A produgdo de anticorpos
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quiméricos também é bem conhecida na técnica, como ¢ a produgdo dos
anticorpos de cadeia simples. (Ver, por exemplo,Morrison et al. (1984) Proc
Natl Acad Sci USA 81: 6851 a 6855; Neuberger et al. (1984) Nature 312: 604
a 608; Takeda et al. (1985) Nature 314: 452 a 454). Os anticorpos com
especificidade relacionada, mas de composigéo idiotipica distinta, podem ser
gerados por uma variedade de meios disponiveis, por exemplo, por
embaralhamento de cadeia a partir de bibliotecas de imunoglobulina
combinatorial aleatdrias. (Ver, por exemplo, Burton (1991) Proc Natl Acad
Sci USA 88: 11120 a'11123).

Os anticorpos também podem ser produzidos induzindo-se a
produgdo in vivo na populagio de linfécito ou triando-se as bibliotecas ou
painéis de imunoglobulina de reagentes de ligacfo altamente especificos.
(Ver, por exemplo, Orlandi et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86: 3833 a
3837; Winter e Milstein (1991) Nature 349: 293 a 299). Os fragﬁlentos de

anticorpo que contém sitios de ligag@o especificos para o polipeptideo alvo

também podem ser gerados. Tais fragmentos de anticorpo incluem, mas nio

sdo limitados aos, fragmentos F(ab’),, que podem ser produzidos por digestdo
de pepsina da molécula de anticorpo, e os fragmentos Fab, que podem ser
gerados reduzindo-se as pontes de dissulfeto dos fragmentos F(ab’),.
Alternativamente, as bibliotecas de expressdo de Fab podem ser interpretadas
para permitir a identificagdo rapida e facil de fragmentos Fab monoclonais
com a especificidade desejada. (Ver, por exemplo, Huse ez al. (1989) Science
254: 1275 a 1281).

Os anticorpos monoclonais da invengfio também podem ser
preparados usando o método de hibridoma (ver, por exemplo, Kohler e
Milstein (1975) Nature 256: 495 a 497) ou por métodos de DNA
recombinante (ver, por exemplo, Celltech Therapeutics Ltd., Patente Européia
N2 EP 0 120 694; Cabilly et al., Patente US N° 4.816.567; ¢ Mage e Lamoyi
(1987) em: Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,

A
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Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, paginas 79 a 97).
No método de hibridoma, um camundongo ou outro animal
hospedeiro apropriado ¢ imunizado com CTGF ou um fragmento deste pelas
vias subcutanea, intraperitoneal, ou intramuscular para eliciar os linfocitos
que produzem ou s3o capazes de produzir os anticorpos que se ligarfio
especificamente ao polipeptideo usado para a imunizagdo. Alternativamente,
o animal hospedeiro pode ser um mamifero transgénico tendo transgenes que
codificam os genes de imunoglobulina humana e tendo locos de
imunoglobulina endbgena inativos. O mamifero transgénico responde aos
imunégenos produzindo-se anticorpos humanos. (Ver, por exemplo, Lonberg
et al., WO 93/12227 (1993), Patente US N° 5.877.397, e Nature 148: 1547 a
1553 (1994); e Kucherlapati ef al.(1991) WO 91/10741). Alternativamente, os
linfécitos podem ser imunizados in vitro e depois fundidos com células de
mieloma usando um agente de fusdo adequado, tal como polietileno glicol,
para formar uma cé€lula de hibridoma. (Ver, por exemplo, Goding (1986)
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 2% Edi¢do, Academic Press,
paginas 59 a 103). Alternativamente, as células somaticas humanas capazes
de produzir o anticorpo, especificamente os linfocitos B, séo adequadas para a
fusdo com linhagens celulares de mieloma. Enquanto que os linfécitos B de
bagos submetidos a bidpsia, amidalas ou linfonodos de um individuo podem
ser usados, os linfécitos B do sangue periférico mais facilmente acessiveis sdo
preferidos. Além disso, as células B humanas podem ser diretamente
imortalizadas pelo virus Epstein-Barr. (Ver, por exemplo, Cole et al. (1995)
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., paginas 77 a
96). ‘
' As linhagens celulares de mieloma preferidas para o uso em
procedimentos de fusfo de produgdo de hibridoma sfo aquelas que se fundem
eficazmente, suportam a expressdo de nivel alto estdvel do anticorpo pela

célula que produz anticorpo selecionado, t€ém insuficiéncias enzimaticas que



10

15

20

25

43

as tornam incapazes de desenvolver em cértos neids seletivos’que suportam o
desenvolvimento dos hibridomas desejados, € que ndo produzem elas mesmas
o anticorpo. Os exemplos de linhagens celulares de mieloma que podem ser
usadas para a producdo de hibridomas na presente invengdo incluem
P3X63Ag8, P3X63Ag8-653, NS1/1.Agd.1, Sp210-Agl4, FO, NSO/U, MPC-
11, MPC11-X45-GTG 1.7, S194/5XX0 Bul, todos derivados de
camundongos; R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F e 4B210, todos derivados
de ratos; e U-266, GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2, UC729-6, todos
derivados de seres humanos. (Ver, por exemplo, Goding (1986) Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, 2* Edi¢3o, Academic Press, paginas 65 a
66; e Campbell (1984) em: Monoclonal Antibody Technology: Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 13 (Burden € Von
Knippenberg, eds). Amsterdam, Elseview, paginas 75 a 83).

As células de hibridoma sdo semeadas e cultivadas em um
meio de cultura adequado que contém preferivelmente uma ou mais
substancias que inibem o desenvolvimento ou sobrevivéncia das células de
mieloma n3o fundidas, parenterais. Por exemplo, se as células de mieloma
parentais necessita da enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase
(HGPRT ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas tipicamente
incluird uma substancia tal como hipoxantina, aminopterina, e timidina (meio
HAT) que impede o desenvolvimento das células deficientes de HGPRT.

O meio de cultura no qual as células de hibridoma estdo em
desenvolvimento ¢ ensaiado para a producdo de anticorpos monoclonais
direcionados contra CTGF ou fragmentos de CTGF. Preferivelmente, a
especificidade de ligagdo € determinada pela cromatografia por afinidade,
imunoprecipitagdo ou por um ensaio de ligagdo in vitro, tal como
radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA),
ou por andlise de separagfo celular ativada por fluorescéncia (FACS). Os

anticorpos monoclonais da inven¢@o sdo aqueles que se ligam ao CTGF, e
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adicionalmente aqueles que neutralizam u:ma a:tiv.ia.ade°b'1:016:g°i.c£ ‘de CT..F,
como exemplificado infra.

Os anticorpos produzidos, por exemplo, como descrito supra,
sdo opcionalmente triados para detectar os anticorpos que se ligam
substancialmente ao fragmento de terminal N de CTGF. Em uma forma de
realizagdo, os anticorpos sdo direcionados para um fragmento de CTGF que
se estende de cerca do residuo 24 a cerca do residuo 180 da SEQ ID NO: 1.
Em uma outra forma de realizag@o, os anticorpos sio direcionados para um
fragmento de CTGF que se estende de cerca do residuo 96 a cerca do residuo
180 da SEQ ID NO: 1. Em um forma de realizagido particular, a triagem
detecta os anticorpos que se ligam substancialmente ao mesmo epitopo
reconhecido pelo anticorpo mAbl como determinado, por exemplo, pelos
ensaios de competigdo da classe descrita infra. Em uma outra forma de
realizagdo particular, a triagem detecta os anticorpos que se ligam
substancialmente a0 mesmo epitopo reconhecido pelo anticorpo CLN1 como
determinado, por exemplo, pelos ensaios de competigdo da classe descrita

infra. Deve ser lembrado que “o mesmo epitopo” n3o significa o aminoacido

ou carboidrato exato ao qual o anticorpo de referéncia se liga, como pode ser

determinado, por exemplo, pelo mapeamento de epitopo usando variantes de
varredura de alanina do CTGF. O “mesmo epitopo” significa o dominio de
CTGF que ¢ bloqueado pela ligagdo ao CTGF do anticorpo de referéncia
natural na forma intata. Naturalmente, o “mesmo epitopo” inclui os residuos
do dominio de CTGF ou o carboidrato que interage ou se liga estruturalmente
as regides que determinam complementaridade de referéncia (CDRs) de
mAbl ou CLNI.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo, o
anticorpo monoclonal terd uma afinidade que € igual a ou maior do que
aquela de mAbl, como determinado, por exemplo, pela analise de Scatchard
de Munson e Pollard (1980, Anal Biochem 107: 220). ‘
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Depois que as células de tibridoms
produzindo anticorpos neutralizantes da especificidade e afinidade desejadas,
os clones tipicamente sdo subclonados limitando-se os procedimentos de
dilui¢do e desenvolvidos por métodos padrdo. (Goding (1986) Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, 2% Edi¢3o, Academic Press, piginas 59 a
104). Os meios de cultura adequados para este propdsito incluem, por
exemplo, meio de Eagle modificado por Dulbecco ou meio RPMI-1640. Além
disso, as células de hibridoma podem ser cultivadas in vivo como tumores de
acite em um animal.

Os anticorpos monoclonais secretados pelos subclones sio
adequadamente separados do meio de cultura, fluido de ascite, ou soro por
procedimentos de purificagdo de imunoglobulina convencionais tais como,
por exemplo, proteina A-Sefarose, cromatografia por hidroxilapatita,
eletroforese em gel, didlise, ou cromatografia por afinidade.

O DNA que codifica os anticorpos monoclonais da invengéo é
prontamente isolado e seqiienciado usando procedimentos convencionais, por
exemplo, usando-se sondas de oligonucleotideo que sdo capazes de se ligar
especificamente aos genes que codificam as cadeias pesadas e leves do
anticorpo. Uma vez isolado, o DNA pode ser ligado em vetores de expressio
ou de clonagem, que depois so transfectados em células hospedeiras tais
como as células COS de simio, células ovarianas de Hamster Chinés (CHO),
ou células de mieloma que ndo produzem de outro modo a proteina de
imunoglobulina. As células assim transformadas sio cultivadas sob condigdes
adequadas para a sintese de anticorpos monoclonais na cultura de célula
hospedeira recombinante. Uma linhagem celular exemplar é definida pelo N°
de Acesso ATCC __ , depositado com 0 ATCC em 19 de Maio de 2004.

O DNA opcionalmente é modificado de modo a alterar o
carater da imunoglobulina codificada. As variantes de imunoglobulinas s&o

bem conhecidas. Por exemplo, os anticorpos quiméricos sdo fabricados

=9
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substituindo-se a seqiiéncia de codiﬁcag:e’;o pélo;'.dorfﬁﬁi(')s “constantes de
cadeia pesada e leve de uma espécie, por exemplo, camundongo, com as
seqliéncias homdlogas de uma outra espécie, por exemplo, a humana. (Ver,
por exemplo, Boss et al., Publicagio Internacional N® WO 84/03712; Cabilly
et al., Patente US N°® 4.816.567; ou Morrison et al. (1984) Proc Nat Acad Sci
81: 6851). Em uma forma de realizag@o particular, as formas humanizadas de
anticorpos de murino podem ser fabricados substituindo-se as regides que
determinam complementaridade (CDRs), isto €, os dominios variaveis, de um
anticorpos de camundongo em um dominio de estrutura, isto é, a regido
constante, de um anticorpo humano. (Ver, por exemplo, Publicagio
Internacional N® WO 92/22653). Em algumas formas de realizagdo, os
residuos de estrutura de murino selecionados também s3o substituidos na
imunoglubulina do receptor humano. Além disso, o dominio Fc escolhido
pode ser qualquer um de IgA, IgD, IgE, IgG-1, IgG-2, IgG-3, IgG-4, ou IgM.
O dominio Fc opcionalmente é capaz de efetuar as fungdes tais como ligagio
do complemento.

Os anticorpos anti-CTGF da presente invengdo também podem
ser fundidos as porgdes que fornecem capacidades adicionais, tais como
detecgiio ou efeitos citotoxicos. As fusdes das imunoglobulinas desta
invengdo e as por¢des citotoxicas sdo fabricadas, por exemplo, ligando-se a
seqiiéncia de codificagdo de imunoglobulina toda ou parte da seqiiéncia de
codificag@io por um polipeptideo que n3o imunoglobulina citotéxico. Tais
polipeptideos que nfo imunoglobulina incluem as toxinas de polipeptideo tais
como ricina, toxina de difteria, ou exotoxina de Pseudomonas. Os conjugados
também podem ser preparados por métodos in vitro. Por exemplo, as
imunotoxinas podem ser interpretadas usando uma reagdo de troca de
dissulfeto ou formando-se uma ligagdo de tioéter entre a imunoglobulina e o
polipeptideo de toxina. Os exemplos de reagentes adequados para este

proposito incluem iminotiolato e metil-4-mercaptobutirimidato. Tipicamente
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tais polipeptideos de fusdo de nZo imun(:)globuliﬂa s?fo.éﬁbs.t.itﬁ'idos. pe.los
dominios constantes de um anticorpo da invengdo. Alternativamente, eles sdo
substituidos pelos dominios varidveis de um sitio de combinagéo de antigeno
de um anticorpo da inveng3o.

A substituigio do Fv ou CDRs de um anticorpo tendo
especificidade por um antigeno que ndo-CTGF criard um anticorpo quimérico
compreendendo um sitio de combinagZo de antigeno tendo especificidade por
CTGF e um outro sitio de combinagio de antigeno tendo especificidade por
um antigeno diferente. Em tais formas de realizagdo, a cadeia leve ¢
suprimida e o Fv da cadeia pesada é substituido com o polipeptideo desejado.
Estes anticorpos s3o chamados bivalente ou polivalente, dependendo do
nimero de “ramos” de imunoglobulina possuidos pelo dominio Fc utilizado;
por exemplo, as IgGs serdo bivalente e as IgMs serdo polivalentes. Com
excegdo das ndo imunoglobulinas mencionadas acima, o anticorpo também ¢
tornado multivalente pela recombinagdo de anticorpos que tém mais do que
uma especificidade. Por exemplo, o anticorpo em algumas formas de
realizagdo é capaz de se ligar ao CTGF como descrito em outra parte aqui,
mas também é capaz de se ligar a um segundo fator de crescimentd, por
exemplo, TGFB, VEGF, FGF, outros membros da familia CCN, por exemplo,
CYR61, e outros, ou uma citocina. Os anticorpos exemplares direcionados
contra estes fatores sdo bem conhecidos. Os anticorpos multiespecificos,
multivalentes sdo fabricados cotransformando-se uma célula com DNA que
codifica as cadeias pesadas e leves de ambos os anticorpos € a propor¢ido dos
anticorpos expressados tendo a estrutura desejada recuperada pela
imunocromatografia por afinidade ou coisa parecida. Alternativamente, tais
anticorpos s3o fabricados a partir de anticorpos monovalentes que sio
recombinados i vitro na forma convencional.

Os anticorpos monovalentes também sfo fabricados por

técnicas que sdo convencionais por si. A expressdo recombinante da cadeia
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leve e uma cadeia pesada modificada é adefluadé. A
no geral em qualquer ponto na regifo Fc de modo a impedir a reticulagdo da
cadeia pesada. Alternativamente, as cisteinas relevantes sdo substituidas com
um outro residuo ou suprimidas de modo a impedir a reticulagdo. Os métodos
in vitro também sdo usados para produzir os anticorpos monovalentes, por
exemplo, os fragmentos Fab sdo preparados por clivagem enzimatica do
anticorpo intato.
Diagndsticos

Os anticorpos da presente inven¢do podem ser usados para
detectar quantitativa e qualitativamente o CTGF em uma amostra. As
amostras podem ser de qualquer fonte, incluindo os meios condicionados de
células desenvolvidas em cultura; amostras de tecido, por exemplo, bidpsias
de tecido e transplantes de 6rgdo; fluidos corporais incluindo sangue, urina,
fluido vesicular, fluido cerebroespinal, vitreo, e fluido sinovial; etc. Em uma
forma de realizagZo, a detec¢io de CTGF € usada para diagnosticar o estado
das células cultivadas em cultura, por exemplo, com respeito a diferenciagdo,
producgdo de matriz, etc. O CTGF tem varios efeitos autdcrino e paracrino nas
células cultivadas, e o nivel de CTGF associado com a camada celular ou
presente nos meios condicionados pode ser indicativo do estado presente da
célula ou profético do estado futuro da célula. (Ver, por exemplo, Publicagio
Internacional N® W096/38168). Em outras formas de realizagio, a detecgdo
de CTGF ¢ usada para determinar o estado de um tecido ou oérgdo. Por
exemplo, um 6rgéo destinado para o transplante pode ser avaliado medindo-se
os niveis de CTGF, em que o nivel de CTGF expressado pelas células no
6rgdo indica a saude relativa do 6rgdo e a adequagio para o transplante. Os
niveis de CTGF também podem ser determinados no tecido submetido a
bidpsia para determinar o estado de um 6rgdo, ou o estagio e o potencial

metastatico de um cancer.

Em formas de realizagdo preferidas, os anticorpos sdo usados

<4
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para diagnosticar uma doenga ou disttrbid asséci;fd'o com CT'GF. (Ver, f)or
exemplo, Publicagdo Internacional N* WO 03/024308). Em um aspecto, a
invengdo fornece anticorpos para diagnosticar um disturbio associado com
CTGF obtendo-se uma amostra, detectando-se e quantificando-se o nivel de
CTGF na amostra, e comparando-se o nivel de CTGF na amostra aquela de
uma quantidade padrio de CTGF, em que uma quantidade aumentada ou
diminuida de CTGF na amostra ¢ indicativo da presenga de um distirbio
associado com CTGF. Os distirbios associados com os niveis aberrantes (por
exemplo, aumentados ou diminuidos) de CTGF incluem, mas n3o sdo
limitados aos, distirbios associados com a expressdo e deposigdo alteradas
das proteinas associadas com a matriz celular. Tais distirbios incluem, por
exemplo, os canceres tais como cancer de mama, pancreatico, €
gastrointestinal; aterosclerose, artrite, retinopatias tais como retinopatia
diabética; nefropatias tais como nefropatia diabética; fibrose cardiaca,
pulmonar, hepética, e renal, e doengas associadas com inflama¢io e/ou
infecgdo cronica. Os distirbios associados com CTGF também s3o associados
com as condi¢des tais como infartagdo miocardica, diabete, didlise peritoneal,
rejeigdo ao transplante cronica e aguda, quimioterapia, terapia com radiaggo, e
cirurgia.

Em um outro aspecto, a inveng@io fornece anticorpos para
identificar se ou ndo um individuo tem uma predisposi¢do para desenvolver
um disturbio associado com CTGF. Uma predisposi¢do pode ser inicialmente
indicada por hiperglicemia, hipertensdo, ou obesidade em um paciente.
Adicionalmente, uma predisposi¢do pode ser suspeita devido a um evento, por
exemplo, uma infartagdo miocérdica, cirurgia, imobiliza¢io ortopédica ou
paralitica, insuficiéncia cardiaca congestiva, gravidez, ou varicosidades no
paciente.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece anticorpos para

monitorar a progressdo de um distirbio associado com CTGF ou monitorar a
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eficicia terapéutica de tratamento de um distirBio dssociadd com CTGE. Por
exemplo, um método de usar os anticorpos pode compreender obter as
amostras a partir de um paciente com o passar do tempo; detectar e
quantificar o nivel de CTGF em cada amostra; e comparar o nivel de CTGF
em amostras subseqiientes com os niveis de CTGF em amostras iniciais ou
prévias. Uma mudanga no nivel de CTGF entre as amostras com o passar do
tempo € indicativo da progressdo do distirbio associado com CTGF ou a
eficécia terapéutica do tratamento do distirbio associado com CTGF.

Para as aplicagdes de diagnéstico, os anticorpos da invengio
tipicamente serdo rotulados com uma porg¢édo detectavel. A porcdo detectavel
pode ser qualquer por¢éo capaz de produzir, direta ou indiretamente, um sinal
detectavel. Por exemplo, a por¢do detectavel pode ser um radioisétopo, tal
como °H, 14C, 32P, 3 S, ou 125I, um composto fluorescente ou
quimiluminescente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ou
luciferina; ou uma enzima, tal como fosfatase alcalina, beta-galactosidase ou
peroxidase de rabano.

Qualquer método conhecido na técnica para conjugar
separadamente o anticorpo a por¢do detectavel pode ser utilizado. (Ver, por
exemplo, Hunter et al. (1962) Nature 144: 945; David et al. (1974)
Biochemistry 13: 1014; Dor et al. (1981) J Immunol Meth 40: 219; e Nygren
(1982) J Histochem Cytochem 30: 407). Os anticorpos da presente invengio
podem ser utilizados em qualquer método de ensaio conhecido, tal como
ensaios de ligacdo competitiva, ensaios sanduiche diretos e indiretos, e
ensaios de imunoprecipitacio. (Zola (1987) em: Monoclonal Antibodies: A
Manual of Techniques, CRC Press, Inc., paginas 147 a 158).

Os ensaios de ligagdo competitiva confiam na capacidade de
um padrdo rotulado (que pode ser CTGF ou uma porgdo imunologicamente
reativa deste) para competir com o analito da amostra de teste (CTGF) para a

ligag@o com uma quantidade limitada de anticorpo. A quantidade de CTGF na

E
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amostra de teste € inversamente proporci(:)nal a quantfdééé de padrio c.1ue
torna-se ligado aos anticorpos. Para facilitar a determinagdo da quantidade do
padrdo que torna-se ligado, os anticorpos no geral sdo insolubilizados antes ou
depois da competi¢do, de modo que o padrio e o analito que sio ligados aos
anticorpos podem ser convenientemente separados do padrio e analito que
permanecem néo ligados.

Os ensaios sanduiche envolvem o uso de dois anticorpos, cada
um capaz de se ligar a uma porgdo imunogénica diferente, ou epitopo, da
proteina a ser detectada. Em um ensaio sanduiche, o analito da amostra de
teste € ligado por um primeiro anticorpo que ¢ imobilizado em um suporte
s6lido, e conseqiientemente um segundo anticorpo se liga ao analito,
formando assim um complexo de trés partes insolivel. (David e Greene,
Patente US N* 4.376.110). O segundo anticorpo pode ele mesmo ser rotulado
com uma por¢do detectavel (ensaios sanduiche diretos) ou pode ser medido
usando um anticorpo anti-imunoglobulina que é rotulado com uma porgdo
detectavel (ensaio sanduiche indireto). Por exemplo, um tipo de ensaio
sanduiche ¢ um ensaio ELISA, caso em que a por¢do detectavel é uma
enzima. Um ensaio exemplar em que os anticorpos da inven¢do podem ser
usado, por exemplo, é descrito na Publicagio Internacional N° WO
03/024308.

Os anticorpos da invengdo também s3o uteis para a
visualizagdo in vivo, em que um anticorpo rotulado com uma porgio
detectdvel tal como um agente radio-opaco, radioisdtopo, ou porgdo
fluorescente tal como proteina fluorescente verde (GFP) é administrado a um
hospedeiro, preferivelmente na corrente sangiiinea, e a presenga e local do
anticorpo rotulado no hospedeiro s3o ensaiados. A técnica de visualizagdo é
util no estagio e tratamento de distirbios associados com CTGF tais como os
disturbios fibréticos. O anticorpo pode ser rotulado com qualquer porgdo que

¢ detectavel em um hospedeiro, se por ressonincia magnética nuclear,

+
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radiologia, ou outros meios de detecgdo corthecidlo
Terapéutica

A presente inveng@o fornece anticorpos para o tratamento de
varias doengas e disturbios associados com CTGF. Os anticorpos da invengédo
foram descobertos reduzir os efeitos deletérios da produgdo ou atividade de
CTGF em varios distirbios, como exemplificado abaixo. Além disso, os
anticorpos mostram farmacocinéticas favoraveis os tornando agentes
terapéuticos superiores para o tratamento de distirbios associados com CTGF.

Os anticorpos anti-CTGF da presente inven¢do inibem o
desenvolvimento de fibrose em modelos animais, por exemplo, de fibrose
pulmonar e renal. Especificamente, os anticorpos atenuam a fibrose pulmonar
induzida por bleomicina em camundongos em 60 a 70%, como determinado
pelo acimulo de inibi¢gdo de hidroxiprolina pulmonar (coldgeno) e
examinagio histblégica de preparagdes teciduais. Além disso, os anticorpos
reduzem o acimulo de coldgeno em um modelo de rim remanescente de rato
(isto é, 5/6 de nefrectomia), € em camundongos seguindo a obstrugdo de
ureter unilateral (UUO). Os anticorpos também reduzem a fibrose induzida
por infusdo subcutdnea ou intraperitoneal combinada de CTGF e TGFfB em
camundongos recém-nascidos. Adicionalmente, os anticorpos reduzem as
complica¢des associadas com insuficiéncia do 6rgdo, por exemplo, fungo
renal melhorada em vérios modelos de insuficiéncia renal cronica e aguda.
Nenhuma toxicidade foi observada com estes anticorpos em animais. Como o
CTGF ¢ superexpressado em uma variedade ampla de doengas fibréticas
incluindo escleroderma difuso e limitado, osteoartrite, nefropatia diabética e
retinopatia, etc., a invengdo considera tratar os pacientes com um disturbio
associado com CTGF com um anticorpo de CTGF para melhorar ou
estabilizar a patologia, restaurar a fun¢fo do 6rgio, melhorar a qualidade de
vida, e prolongar a sobrevivéncia.

Portanto, os anticorpos da inveng@o sdo especialmente uteis
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com CTGF em um paciente. Tais distirbios incluem, mas nfo sio limitados a,
angiogénese e outros processos que desempenham um papel central em
condi¢Bes tais como aterosclerose, glaucoma, etc.; e em cancer, incluindo
leucemia linfobléstica aguda, dermatofibromas, cncer de mama, carcinoma
de mama, glioma e glioblastoma, rabdomiossarcoma e fibrossarcoma,
desmoplasia, angiolipoma, angioleiomioma, canceres desmoplasticos, e
cancer de prostata, ovariano, colorretal, pancreatico, gastrointestinal, e
hepatico e outro desenvolvimento tumoral e metastases.

Adicionalmente, os anticorpos da invengdo s3o 1teis nas
aplicagdes terapéuticas para prevenir ou tratar os disturbios associados com
CTGF que envolvem fibrose. Em um aspecto, os anticorpos da invengdo sio
administrados a um paciente para prevenir ou tratar um disturbio associado
com CTGF que incluem, mas nfo s3o limitados a, distirbios que exibem
expressdo e deposi¢do alterada de proteinas associadas com a matriz celular,
por exemplo, distirbios fibréticos. Em vérios aspectos, a fibrose pode ser
localizada a um tecido particular, tal como tecido epitelial, endotelial, ou
conjuntivo; ou a um O6rgdo, tal como rim, pulmdo, ou figado. A fibrose
também pode ocorrer no olho e juntas. Em outros aspectos, a fibrose pode ser
sistémica e envolve os sistemas de Orgdo e tecido multiplos. Os distirbios
associados com CTGF incluem, por exemplo, aterosclerose, artrite,
retinopatias tais como retinopatia diabética; nefropatias tais como nefropatia
diabética; fibrose cardiaca, pulmonar, hepdtica, e renal, e doengas associadas
com inflamagio e/ou infecgo cronicas.

Em um outro aspecto, a invengdo fornece anticorpos para
prevenir um distirbio associado com CTGF em um paciente tendo uma
predisposigdo a desenvolver um tal distiirbio. Uma predisposi¢io pode incluir,
por exemplo, hiperglicemia, hipertensdo, ou obesidade no paciente. Tais

distirbios podem ocorrer, por exemplo, devido a diabete, obesidade, etc., €
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incluem nefropatia diabética, retinopatia, ‘e " doenga  cardiovascular.

Adicionalmente, uma predisposi¢do pode ser suspeita devido a um evento, por
exemplo, uma infartagdo miocardica, cirurgia, dialise peritoneal, rejei¢do ao
transplante cronica e aguda, quimioterapia, terapia com radiagdo, trauma,
imobilizagdo ortopédica ou paralitica, insuficiéncia cardiaca congestiva,
gravidez, ou varicosidades no paciente.

Em formas de realizag@o particulares, como exemplificado
aqui, os anticorpos da presente invengfo sdo administrados a um paciente para
tratar a fibrose de um 6rgéo, por exemplo, pulmio ou rim. Os anticorpos sio
mostrados aqui fornecer beneficio em varios modelos de fibrose pulmonar e
renal. (Ver, por exemplo, os Exemplos 7 a 9). Em uma outra forma de
realizagdo particular, os anticorpos da presente inveng@o sdo administrados a
um paciente para reduzir a esclerose local ou sistémica. (Ver, por exemplo, 0s
Exemplos 11 e 12). Em formas de realizagdo adicionais, 0s anticorpos sao
administrados a um paciente para tratar ou prevenir os distirbios oculares tais
como vitreorretinopatia proliferativa, retinopatia diabética, degeneragdo
macular, etc. Como o CTGF estd implicado em uma variedade ampla de
disturbios, a invengdo considera ainda tratar os pacientes tendo um distiurbio

associado com CTGF usando um anticorpo da invengdo para melhorar ou

_estabilizar a patologia e fun¢fo do 6rgfo, melhorar a qualidade de vida, e

prolongar a sobrevivéncia.

Para as aplica¢Ges terap€uticas, os anticorpos da invengédo sio
administrados a um mamifero, preferivelmente um ser humano, em uma
forma de dosagem farmaceuticamente aceitavel. Os anticorpos podem ser
administrados intravenosamente como um bolo ou por infusdo continua
durante um periodo de tempo, e/ou pelas vias intramuscular, subcutanea,
intra-articular, intrasinovial, intratecal, intravitreal, intracranial, oral, tdpica,
ou por inalagdo. Quando o anticorpo possui a atividade adequada, as vias

intratumoral, peritumoral, intralesional, ou perilesional de administrag&o
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também podem ser utilizadas para exercet efefto
como sistémicos.

Tais formas de dosagem abrangem os veiculoes
farmaceuticamente aceitaveis que sdo inerentemente ndo téxicos e ndo
terapéuticos. Os exemplos de tais veiculoes incluem os trocadores de ion,
alumina, estearato de aluminio, lecitina; proteinas do soro tais como albumina
sérica humana; tampdes tais como fosfato ou glicina; acido sérbico, sorbato
de potassio, misturas de glicerideo parcial de 4cidos graxos vegetais
saturados, 4gua, sais; ou eletrolitos tais como sulfato de protamina, cloreto de
sodio, sais metalicos, silica coloidal, trisilicato de magnésio, polivinil
pirrolidona, polimeros celuldsicos, e polietileno glicol. Os veiculoes para as
formas tdpicas ou com base em gel de anticorpo incluem os polissacarideos
tais como  carboximetilcelulose de s6dio ou  metilcelulose,
polivinilpirrolidona, poliacrilatos, polimeros de bloco de polioxietileno-
polioxipropileno, polietileno glicol, e alcoois de cera de madeira. As formas
de depdsito convencionais incluem, por exemplo, microcapsulas, nano-
capsulas, lipossomas, emplastros, tabletes subliguais, e matrizes poliméricas
tais como copolimeros de polilactida:poliglicolida. Quando presente em uma
forma de dosagem aquosa, ao invés de ser liofilizado, o anticorpo tipicamente
serd formulado em uma concentragdo de cerca de 0,1 mg/ml a 100 mg/ml,
embora a variagdo ampla fora destas faixar seja permitida.

Para a prevengdo ou tratamento da doenga, a dosagem
apropriada de anticorpo dependerd do tipo da doenga a ser tratado, como
definido acima, da estringéncia e curso da doenga, se os anticorpos sdo
administrados para propdsitos preventivos ou terapéuticos, do curso da terapia
prévia, da histéria clinica do paciente e da resposta ao anticorpo, e da
discri¢do do médico atendente. O anticorpo é adequadamente administrado ao
paciente em um tempo ou em uma série de tratamentos.

Dependendo do tipo e severidade da doenga, cerca de 0,015 a

)
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15 mg de anticorpo/kg de peso do paciente é uma c'i.osaéem candidata ‘inicial
para a administragio ao paciente, se, por exemplo, por um ou mais
administragdes separadas, ou por infusdo continua. Para as administragGes
repetidas durante varios dias ou mais, dependendo da condigdo, o tratamento
¢ repetido até que uma delegdo desejada dos sintomas da doenga ocorra.
Entretanto, outros regimes de dosagem podem ser uteis e nfo sdo excluidos da
presente invengao.

De acordo com uma outra forma de realizag@o da invengéo, a
efetividade do anticorpo em prevenir ou tratar a doenga pode ser melhorada
administrando-se o anticorpo periodicamente ou em combinagdo com um
outro agente que € eficaz para 0 mesmo objetivo clinico, tal como um outro
anticorpo direcionado contra um epitopo diferente que ni3o o anticorpo
principal, ou um ou mais agentes terapéuticos convencionais conhecido para a
indicagdo terapé€utica intencionada, por exemplo prevenc¢do ou tratamento de
condi¢des associadas com a produgio de matriz extracelular excessiva tal
como fibrose ou esclerose, inibi¢do de crescimento celular de tumor ou
metastase, inibigdo de neovascularizagdo, ou redugdo de inflamagdo. Tais
agentes podem melhorar os sintomas ou melhorar o resultado por intermédio
de um mecanismo similar de agdo, por exemplo, anticorpos anti-TGFf, ou por
um mecanismo diferente, por exemplo, interferon-y. Tais agentes
adicionalmente podem melhorar os sintomas direta ou indiretamente
associados com um disttirbio associado com CTGF ou uma predisposi¢do de
desenvolver um disturbio associado com CTGF, por exemplo, inibidores da
enzima de conversdo de angiotensina (ACE) e bloqueadores do receptor de
angiotensina (Arbs).

Por exemplo, os pacientes com escleroderma que recebem as
infusdes do Iloprost do agonista de prostaciclina estivel freqiientemente
relatam uma melhora na impermeabilidade da pele consistente com um efeito

inibitério na formagdo de tecido conectivo que forma a cicatriz pelos
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fibroblastos cutineos. Os prostanéides fofam ostradds’ exercer um efeito

sotwse

inibitdrio na sintese do colageno, e varias linhas de evidéncia demonstram que
o Iloprost bloqueiam a indug¢fo de CTGF no escleroderma. (Korn et al. (1980)
J Clin Invest 65: 543 a 554; Goldstein e Polger (1982) J Biol Chem 257: 8630
a 633; e Stratton et al. (2001) J Clin Invest 108: 241 a 250). O CTGF ¢
elevado sete vezes no fluido vesicular em pacientes com escleroderma
comparado com os controles saudaveis, entretanto os pacientes que recebem
administra¢do intravenosa de Iloprost mostram uma diminui¢do marcante no
CTGF no fluido vesicular. (Stratton et al. (2001) J Clin Invest 108: 241 a
250). Tomados juntos, estes resultados sugerem que alguns dos beneficios da
terapia com Iloprost no escleroderma pode derivar de efeitos antifibréticos
mediados por intermédio da redugdo nos niveis de CTGF. Como existem
interesses com respeito ao uso de um analogo de prostaciclina vasodilatador e
anti-plaqueta potente na administragfo sist€émica crénica em pacientes com
escleroderma, uma terapia que utiliza um anticorpo anti-CTGF sozinho ou em
combinagdo com niveis reduzidos de Iloprost poderia fornecer um tratamento
seguro e eficaz para o escleroderma.

Usos Adicionais

Os anticorpos da inveng¢do também sdo uteis como agentes de
purificagdo de afinidade. Neste processo, os anticorpos contra CTGF sdo
imobilizados em um suporte adequado, tal como resina de Sephadex ou papel
de filtro, usando métodos bem conhecidos na técnica. O anticorpo
imobilizado depois é contatado com uma amostra contendo o CTGF a ser
purificado, e conseqiientemente o suporte ¢ lavado com um solvente
adequado que removera substancialmente todo o material na amostra exceto o
CTGF que estd ligado ao anticorpo imobilizado. Finalmente, o suporte é
lavado com um outro solvente adequado, tal como tampio de glicina (pH
5,0), que liberard o CTGF do anticorpo.

EXEMPLOS
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A invengdo sera mais entendida por referéncia aos exemplos

seguintes, que sfo intencionados a serem puramente exemplares da invengao.
Estes exemplos sdo fornecidos somente para ilustrar a invengZo reivindicada.
A presente invengdo ndo € limitado em escopo pelas formas de realizagéo
exemplificadas, que sdo intencionadas como ilustrages de aspectos Unicos da
invengdo apenas. Quaisquer métodos que s3o funcionalmente equivalentes
estdo dentro do escopo da invengfo. Varias modificagdes da invengdo além
daquelas aqui descritas tornar-se-do evidentes aqueles habilitados na técnica a
partir da descrigdo precedente e figuras que acompanham. Tais modificagdes
sdo intencionadas a cair dentro do escopo das reivindicagdes anexas.
Exemplo 1. Producio de CTGF humano recombinante

Uma construgdo de baculovirus de CTGF humano
recombinante foi produzida como descrito em Segarini et al.((2001) J Biol
Chem 276: 40659 a 40667). Brevemente, um cDNA de CTGF
compreendendo apenas a estrutura de leitura aberta foi gerado por PCR
usando DB60R32 (Bradham et al. (1991) J Cell Biol 114: 1285 a 1294) como
modelo e os iniciadores 5’-gctccgeccgeagtgggatccATGaccgeegee-3 e 5°-
ggatccggatccTCA tgecatgtctecgta-3’, que adicionam os sitios enzimaticos de
restrigio de BamHI as extremidades do produto amplificado. Os codons de
comeco e fim naturais s3o indicados em letras maiusculas.

O fragmento de DNA amplificado resultante foi digerido com
BamHI, purificado por eletroforese em um gel de agarose, € subclonado
diretamente no sitio de BamHI do plasmideo de expressdo de baculovirus
PFASTBACI (Invitrogen Corp., Carlsbad CA). A seqiiéncia e a orientagdo do
cassete de expressdo foi verificado pelo seqiienciamento de DNA. O cassete
de expressdo de CTGF resultante depois foi transferido a0 DNA de bacmideo
pela recombinaggo especifica de sitio em bactérias. Este bacmideo depois foi
usado para gerar um baculovirus de CTGF completamente recombinante em

células de inseto Spodoptera frugiperda SF9 de acordo com ‘protocolos
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fornecidos pelo fabricante (BAC-TO-iBAC' ék.pres:si'(gﬁ Sys.t.em
Invitrogen). A expansio dos titulos de baculovirus recombinante em células
de inseto Sf9 foi realizada usando os procedimentos padréo conhecidos na
técnica.

As células de inseto Hi5 foram adaptadas para o
desenvolvimento em suspenséo pela passagem serial de células em cultura em
frasco de agitagdo acompanhada pelo enriquecimento em cada passagem
pelas células separadas. As células Hi5 em suspensdo foram cultivadas em 1
L de meio SF900II SFM (Invitrogen) suplementado com 20 pg/ml de
gentamicina (Mediatech, Inc., Herndon VA) e 1 x de lipideo (Invitrogen) em
frascos de cultura Fernbach de 2,8 L descartdveis (Corning Inc., Acton MA)
em uma plataforma agitadora a 110 rpm a 27°C. Uma vez que as células
atingiram uma densidade de 1,0 a 1,5 x 10° células/ml com um viabilidade de
> 95%, elas foram infectadas com baculovirus recombinante em uma
multiplicidade de infec¢@o (MOI) de 10. As culturas depois foram incubadas a
27°C durante um adicional de 40 a 44 horas. Os meios condicionados, que
contém rhCTGF, foram coletados, resfriados em gelo, e centrifugados a 5000
x g. O sobrenadante depois foi passado através de um filtro de 0,45 mm.

Alternativamente, o0 CTGF de rato recombinante foi produzido
inserindo-se o clone 2-4-7, que codifica o CTGF de rato (Schmidt et al., US
Pat N° 6.348.329), em vetor de expressdo pMK33 (interpretado por Michael
Koelle, Stanford University Ph. D. dissertation, 1992). A constru¢do da
expressdo de CTGF de rato foi transfectada em células Schneider 2
(American Type Culture Collection, Manassas VA; Schneider (1972) J
Embryol Exp Morphol 27: 353 a 365) usando o reagente CELLFECTIN
(Invitrogen Corp., Carlsbad CA). As células foram cultivadas em meios
contendo 300 pg/ml de higromicina B durante 6 semanas, e depois foram
cultivadas sem sele¢@o durante trés dias. A expressdo de CTGF foi induzida
pela adi¢do de 500 uM de CuSO,4 e 100 uM de ZnSOy, e depois de.quatro dias
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o meio foi colhido e clarificado por centrffuga’c;ﬁo ‘e filtrag

O CTGF produzido por cada método descrito acima foi
purificado como segue. Quatro litros de meios condicionados foram
carregados em uma coluna de heparina HI-TRAP de 5 ml (Amersham
Biosciences Corp., Piscataway NJ) pré equilibrado com 50 mM de Tris (pH
7,5), 150 mM de NaCl. A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de 350
mM de NaCl, 50 mM de Tris (pH 7,5). O CTGF foi eluido da coluna com um
gradiente de sal de NaCl aumentando. As fragdes eluidas foram triadas por
SDS-PAGE, e aquelas contendo CTGF foram misturadas.

O CTGF purificado com heparina foi diluido a uma
condutividade final de 5,7 mS com agua duplamente destilada ndo pirogénica
e o pH foi ajustado a 8,0. Uma coluna de troca de &nion forte Q-SEFAROSE
(Amersham Biosciences) contendo aproximadamente 23 ml de resina
conectada em arranjo com uma coluna de poliestireno POROS de
carboximetila (CM) (Applied Biosystems) contendo aproximadamente 7 ml
de resina foi utilizada para a remog¢io de endotoxina, e captura € eluigdo de
rthCTGF purificado. Antes da carga da amostra, a coluna em arranjo foi
lavada com 0,5 M de NaOH, seguido por 0,1 M de NaOH, e finalmente
tampdo de equilibrio. A amostra de carga foi passada sobre a coluna em
arranjo, a coluna de Q-Sefarose foi removida, e 0 CTGF foi eluido da coluna
CM POROS (Applied Biosystems) com um aumento de 350 mM a 1200 mM
de gradiente de NaCl. A pureza das fra¢des eluidas contendo CTGF foi
avaliada pela andlise SDS-PAGE antes de formar uma mistura de amostra
final.

Exemplo 2. Producio de fragmento de terminal N e terminal C de CTGF

Os fragmentos de terminal N e os fragmentos de terminal C de
CTGF foram preparados como segue. O CTGF humano recombinante,
preparado e purificado como descrito acima, foi digerido na temperatura

ambiente durante 6 horas por tratamento com pérolas de qﬁimotripsina

gc
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(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ‘a 1,5 mg de*C1GF por unidade de
quimotripsina. A mistura foi centrifugada, as pérolas de quimotripsina foram
descartadas, e o sobrenadante, contendo o rhCTGF enzimaticamente clivado,
foi diluido 1:5 com 50 mM de Tris, pH 7,5. O sobrenadante diluido foi
aplicado a uma coluna de heparina Hi-Trap. O fluxo direto, contendo os
fragmentos de terminal N de CTGF, foi coletado. A coluna de heparina foi
lavada com 350 mM de NaCl, e os fragmentos de terminal C ligados de
CTGF foram eluidos com um gradiente linear de 350 mM a 1200 mM de
NaCl, como descrito acima. As fragdes foram analisadas por SDS-PAGE, e as
fragdes contendo os fragmentos de terminal C de CTGF foram misturadas.

O fluxo direto da coluna de heparina, que conteve os
fragmentos de terminal N de CTGF, foi ajustado para sulfato de aménio 0,5
M/Tris 50 mM, pH 7,5 e depois carregado em uma coluna HP de fenil
sefarose de 15 ml (Amersham-Pharmacia), que foi pré equilibrada com
sulfato de aménio 0,5 M/Tris 50 mM, pH 7,5. A coluna foi lavada com 15
volumes de coluna de sulfato de amonio 0,5 M/Tris 50 mM, pH 7,5, e os
fragmentos de terminal N ligados de CTGF foram eluidos com um gradiente
linear de sulfato de amoénio 0,5 M a 0 M/Tris 50 mM, pH 7,5, sobre
aproximadamente 15 volumes de coluna. As fragdes foram analisadas por
SDS-PAGE, ¢ as fragGes contendo os fragmentos de terminal N de CTGF
foram misturadas. A solu¢do misturada foi concentrada e o tampio trocado
com Tris 50 mM, NaCl 400 mM (pH 7,2), usando uma membrana de
ultrafiltragio ULTRACEL AMICON YM10 (Millipore Corp., Bedford MA).

Exemplo 3. Producio de Anticorpos monoclonais anti-CTGF humanos

Os anticorpos monoclonais completamente humanos para o
CTGF humano foram preparados usando cepas de camundongo HUMAB
HCo7, HCol2 e HCo7 + HCol2 (Medarex, Inc., PrincetonNJ). Os
camundongos foram imunizados por até 10 injeg3es intraperitoneais (IP) ou

subcutineas (Sc) de 25 a 50 mg de CTGF humano recombinante em

4
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resposta imune foi monitorada por sangramentos retroorbitais. O plasma foi
triado por ELISA (como descrito abaixo), € os camundongos com titulos
suficientes de imunoglobulina anti-CTGF foram usados para as fusGes. Os
camundongos foram impulsionados intravenosamente com antigeno 3 e 2 dias
antes do sacrificio e remog&o do bago.

As suspensdes de célula Unica de linfocitos esplénicos de
camundongos imunizados foram fundidas a um quarto do niimero de células
de mieloma de camundongo que nio secretam P3X63-Ag8.653 (American
Type Culture Collection (ATCC), Manassas VA) com 50% de PEG (Sigma,
St. Louis MO). As células foram plaqueadas a aproximadamente 1 x 10°
células/reservatério em placa microtituladora de fundo plano e incubadas
durante cerca de duas semanas em DMEM de glicose alta (Mediatech,
Herndon VA) contendo L-glutamina e piruvato de sddio, 10% de soro bovino
fetal, 10% de meio condicionado com P388D1 (ATCC), 3 a 5% de origem
(Igen International, Gaithersburg MD), 5 mM de HEPES, 0,055 mM de 2-
mercaptoetanol, 50 mg/ml de gentamicina, e 1 x de HAT (Sigma). Depois de
1 a 2 semanas, as células foram cultivadas em meio em que o HAT foi
substituido com HT. Os reservatérios individuais depois foram triados por
ELISA (descrito abaixo). Os hibridomas que secretam o antocirpo foram
replaqueados, triados novamente, e, se ainda positivos para os anticorpos anti-
CTGF, foram subclonados pelo menos duas vezes limitando-se a dilui¢do. Os
subclones estaveis depois foram cultivados in vitro para gerar quantidades
pequenas de anticorpo em meio de cultura de tecido para a caracterizago.
Um clone de cada hibridoma que manteve a reatividade das células
precursoras foi usado para gerar 5 a 10 bancos de célula do frasco
armazenados em nitrogénio liquido.

Os ensaios ELISA foram realizados como descrito por
Fishwild et al. (1996, Nature Biotech 14: 845 a 851). Brevementé, as placas
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microtituladoras foram revestidas com ta? ug/;nl ée':Cl:dF'fecémbfnante
purificado em PBS a 50 pl/reservatério, incubadas a 4°C durante a noite,
depois bloqueadas com 200 pl/reservatério de soro de galinha a 5% em
PBS/Tween (0,05%). As dilui¢des de plasma dos camundongos imunizados
com CTGF ou os sobrenadantes em cultura de hibridoma foram adicionados a
cada reservatério e incubados durante 1 a 2 horas na temperatura ambiente.
As placas foram lavadas com PBS/Tween e depois incubadas com um
anticorpo policlonal Fc de IgG anti-humana de cabra conjugado com
peroxidase de rabano (HRP) durante 1 hora na temperatura ambiente. Depois
da lavagem, as placas foram cultivadas com 0,22 mg/ml de substrato ABTS
(Sigma) e analisadas pelo espectrofotometro a 415 a 495 nm.

Exemplo 4: Caracterizacio do Anticorpo

Os hibridomas que produziram os anticorpos para o CTGF
humano foram preparados como descrito no Exemplo 3. As células de
hibridoma clonadas foram cultivadas em Meio de Eagle Modificado por
Dulbecco-Glicose Alta/RPMI 1640 (50: 50) com 8 mM de L-Glutamina, % x
de Aminoacidos nio essenciais, € 10% de Soro bovino fetal. As células
expandidas para a preparagdo do anticorpo foram cultivadas nos mesmos
meios com 1,5% de Soro bovino fetal com IgG baixa durante 4 a 9 dias a
37°C e 6% de CO,. Os meios condicionados resultantes foram limpos das
células e concentrados usando um sistema de filtragdo/concentragdo de fluxo
tangencial. O concentrado foi passado em uma coluna de proteina-A e os
anticorpos monoclonais ligados eluidos com 100 mM de glicina, pH 3. O
eluato foi neutralizado com 1 M de Tris, pH 8,0, e dialisado contra PBS.

4.1 Mapeamento de Epitopo

O mapeamento de epitopo dos anticorpos por experimentos de
ligagdo competitiva é bem conhecido por aqueles habilitados no campo da
imunologia. (Ver, por exemplo, Van Der Geld et al. (1999) Clinical and
Experimental Immunology 118: 487 a 96). Cada populagdo de anticorpo
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isolada das células propagadas de uma thica téldla dé }'ll:t;rid(.)lfl.ii clonada foi
mapeada e designada a um dominio de ligagdo especifico no CTGF humano
usando experimentos de ligacdo e bloqueio padrdo. (Ver, por exemplo,
Antibodies: A Laboratory Manual (1988) Harlow e Lane (eds), Cold Spring
Harbor Laboratory Press; Tietz Textbook of Clinical Chemistry. 22 ed., (1994)
Capitulo 10 (Immunochemical Techniques), Sasobs; e Clinical Chemistry:
Theory Analysis. Correlation (1984) Capitulo 10 (Immunochemical
Techniques) e Capitulo 11 (Competitive binding Assays), C. V. Mosby, St.
Louis). Os dominios de liga¢do independentes foram inicialmente definidos
pelos experimentos de competicdo de anticorpo nos quais dois anticorpos
diferentes foram incubados em ordem seqiiencial nas placas revestidas com
CTGF. Se o impedimento estérico do primeiro anticorpo impediu o segundo
anticorpo de se ligar ao CTGF, entdo os dois anticorpos foram designados ao
mesmo dominio de ligagdo. Deve ser entendido, entretanto, que dois
anticorpos podem ter epitopos distintos também estar pertos o bastante um do
outro para serem designados como membros do mesmo dominio de ligagdo.

Os dominios de ligagdo que se estendem sobre todos os quatro
exons de CTGF humano foram identificados. Todos dos dominios de ligagédo
sdo conformacionalmente definidos, tal que os anticorpos se ligam ao CTGF
sob condigdes de ndo redugdo em ensaios de western blot. Alguns dos
anticorpos também ligados ao CTGF sob condigdes de redug@o nos ensaios de
western blot, sugerindo que cada um destes anticorpos ligados a um epitopo
linear na proteina de CTGF. Também, os anticorpos que representam um
subconjunto dos dominios de ligagdo mostram reatividade cruzada para o
CTGF de camundongo na anlélise de western blot. O anticorpo de cada grupo
tendo a afinidade mais alta para o CTGF total foi usado para outra
caracterizagdo e analise.

O mapeamento de epitopo mais refinado foi realizado por

andlise de ELISA usando fragmentos recombinantemente éxpressados
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epitopos no dominio de terminal N de CTGF foram identificados pela anélise
de ELISA contra os fragmentos imobilizados obtidos a partir da expressdo
recombinante do exon 2 e/ou exon 3 do gene de CTGF. Nesta maneira, os
anticorpos que especificamente reconhecem os dominios de terminal N ou os
fragmentos de terminal N de CTGF foram selecionados e mais caracterizados.
Os anticorpos que especificamente reconhecem os dominios de terminal C ou
os fragmentos de terminal C de CTGF também foram selecionadoa e mais
caracterizados.

O grupo de epitopo definido por mAbl se liga a um epitopo
linear no fragmento de terminal N de CTGF codificado pelo exon 3. Uma
série de peptideos sintéticos truncados que revestem as regides codificadas
pelo polinucleotideo de exon 3 foi gerada, e os testes de ELISA usando estes
peptideos foram conduzidos para definir ainda o epitopo de mAbl. Os
resultados sdo resumidos na Tabela 1; um “+” indica a ligagdo entre o

[{3%2]

peptideo e mAbl, ao passo que um indica que 0 mAbl nZo se liga ao
peptideo. Um “C” itdlico em negrito indica um residuo de cisteina no
peptideo que foi essencial para a ligagdo de mAbl. Um “C” sublinhado indica
um residuo de cisteina adicionado a extremidade e nfio uma parte da
seqiiéncia de CTGF natural.

Tabela 1. Ligacdo de mAbl a série de peptideo truncada codificadas pelo

exon 3.
Peptideo Seqiiéncia Ligacdo de | SEQID NO:
mAbl

N-CTGF +

Exon 3 +

Pepl35 CPLCSMDVRLPSPDCPFPRRVKLP + 22
PC5444 PLSSMDVRLPSPDS -

PC5445 RLPSPDSPFPRRVKILPGK + 23
PEPS RILPSPDCPFPRRVKL + 24
P40340 RLPSPDCPFPRRV + 25
P40341 RLPSPDSPFPRRV -

P40342 LPSPDCPFPRRVKL + 26

Tabela 1. Ligagdo de mADbl a série de peptideo truncada codificadas pelo
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exon 3. Coor o e n e 0
Peptideo Seqiiéncia Ligacio de mAbl | SEQID NO:
10MER SPDSPFPRRV -
10MER2 SPDCPFPRRV -
9MER PDSPFPRRV -
9MER2 C'F'RRVKL -
SMER DSPFPRRV -
8MER2 CFPRRVKL -
7MER CPRRVKL -
6MER CRRVKL -
SMER CRVKL -

Portanto, mAbl é um membro de uma classe de anticorpo que
se liga a regido de terminal N de CTGF. O epitopo linear em CTGF
necessario e suficiente para a ligagdo de mAbl ¢é definido pelo residuo de
aminoacido L143 a V154 de CTGF humano (SEQ ID NO: 2). Outra
confirmagio de especificidade de ligagdo de mAbl para este peptideo foi
obtida por RIA e cromatografia por afinidade. Os anticorpos que
compartilham este epitopo, em parte ou em totalidade, estdo especificamente
incluidos na presente invengdo. Adicionalmente, os anticorpos que competem
com mAbl pela ligagio ao CTGF ou um fragmento deste também estdo
especificamente incluidos na presente invengao.

4.2 Afinidade do anticorpo por CTGF

A afinidade do anticorpo € definida como a for¢a das
interacdes ndo covalentes totais entre um unico sitio de ligag@o de antigeno
em um anticorpo e um unico epitopo em um antigeno. A afinidade ¢ calculada
medindo-se a constante de associagdo (K,), tal que:

[Ab.Ag] 1

Afinidade=K , =———-=—
[Ab][Ag] K,

onde [Ab] é a concentragZo de sitio de ligag@o de antigeno livre no anticorpo,
[Ag] é a concentragdo de antigeno livre, [Ab-Ag] € a concentragio de sitio de

liga¢do de antigeno no anticorpo ocupado pelo antigeno, € K4 € a constante de

~_dissociagdo do complexo anticorpo-antigeno.

A afinidade de cada populagdo de anticorpo identificada pelo

mapeamento de epitopo foi medida usando RIA, em que o thCTGF total foi

G
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radio-iodado e adicionado aos reservatérfos céntehdo ) ':°ti(.:b.rﬁ(3 monoclonal
imobilizado, como segue. O CTGF humano recombinante foi radiorrotulado
com ' usando o método de cloramina-T. (Ver, Greenwood et al. (1963)
Biochem J 89: 114 a 123). Tipicamente, pelo menos 60% do '*I foram
incorporados e a atividade especifica do CTGF rotulado foi pelo menos 1 x
10° cpm/ng, embora o CTGF rotulado de atividade especifica mais baixa
pudesse ser usado no radioimunoensaio. O anticorpo de captura especifico de
vFc, de IgG anti-humana de cabra (Jackson ImmunoResearch) em DBPS livre
de Ca** e Mg*" (Mediatech, Herndon VA) foi adicionado aos reservatérios de
uma placa microtituladora MAXISORP BREAKAPART (Nalge Nunc
International, Rochester NY) e deixado ligar-se durante a noite a 4°C. Os
reservatdrios depois foram bloqueados com 1% de BSA em DPBS livre de
Ca®* ¢ Mg®* durante pelo menos 4 horas a 4°C. A solugio de bloqueio foi
removida e 100 pl de anticorpo de teste a 2 a 50 ng/ml em DPBS livre de Ca**
e Mg** foi adicionado e deixado ligar-se durante a noite a 4°C. As misturas de
dilui¢bes seriais de CTGF ndo rotulado em uma quantidade constante de
['®I]thCTGF foram adicionadas aos reservatérios e incubadas na temperatura
ambiente durante 4 a 8 horas. Os reservatdrios depois foram lavados quatro
vezes com 0,1% de Tween 20 em PBS livre de Ca®* e Mg®* (Mediatech), e os
reservatorios da placa microtituladora foram separados e contados em um
contador gama.

A afinidade foi estimada graficamente pelo método de
Scatchard (1948, Ann NY Acad Sci 51: 660 a 672). A concentragdo total de

CTGeF rotulado aplicado a placa foi calculada como
Cpm _ aplicado 1 + [CTGF]ﬁ-io_esmque

[CTGF Jtotal = .
cpom_ fmol 0,1 _ml dilui¢do

onde cpm_aplicado s3o contagens obtidas de frascos de controle, que sio
carregados com misturas de CTGF em paralelo com os reservatorios da placa
microtituladora; cpm/fmol € a atividade especifica do ['*I]CTGF,

[CTGF]frio_estoque ¢ a concentra¢gdo de CTGF nZo rotulado adicionado a
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cada reservatério, e a diluigdo é o fator dé dilu'lg:ﬁ.d .paré 6 'CTGF ndo rotulado.
A concentragdo de CTGF ligado ao anticorpo € calculada a

partir da propor¢do de contagens ligadas aos reservatdrios € a concentragdo

total de CTGF aplicado aos reservatorios.

[CTGF 1, = (cpm _ligado _branco) [CTGF]

cpm _total

total

A concentragdo de CTGF livre (ndo ligado) € a diferenca entre

a concentragdo total de CTGF aplicado e a concentragdo de CTGF ligado.
[CT GF ]Iivre = CIGF ]talal - [CT GF ]Iigaa'o

Os esquemas de Scatchard de determinagdes de afinidade para
os anticorpos da inveng¢do sdo mostrados na Figura 2. A Figura 2A representa
graficamente a ligagio de um anticorpo da invengfio, mAb2, ao ['*IJthCTGF
na presenga de concentragdes em aumento de thCTGF nio rotulado. A Figura
2B representa graficamente a ligagﬁo de um anticorpo exemplar da inveng3o,
mAbl, ao ["®IfhCTGF na presenca de concentrages em aumento de
rthCTGF néo rotulado. O peso maior sdo os pontos dados com proporgdes
similares de CTGF ligado e ndo ligado, porque estes pontos terdo contagens
ligadas em excesso substancial dos espagos vazios (conseqiientemente,
contagens ligadas bem determinadas), mas ainda substancialmente menos do
que as contagens totais aplicadas (conseqiientemente, contagens livres bem
determinadas). A ligacdo maxima (Bn.) € Ky sdo representados como a
intercep¢do x € a intercepgdo y, respectivamente.

A afinidade (K4) de mAb1 para CTGF é menos do que 10° M,
a afinidade tipicamente encontrada na terapéutica do anticorpo
comercialmente bem sucedida. (Ver, por exemplo, Maini et al. (1998) Artrite
Rheum 41: 1552 a 1563; Targan et al. (1997) N Engl J Med 337: 1029 a
1035; Bumgardner et al. (2001) Transplantation 72: 839 a 845; e Kovarik et
al. (1999) Transplantation 68: 1288 a 1294). Assim, mAbl é um candidato
adequado para o uso terapéutico, € os anticorpos que compartilham a ligagdo

do epitopo com mAb1, como descrito acima, e t€ém um afinidade por CTGF
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que € similar a ou maior do que mAbl Eisto ¢, um K:i g '16’9) sio do mesmo
modo candidatos adequados para o uso terapéutico. Os anticorpos que
compartilham a liga¢do do epitopo com mAbl, mas que t€m afinidade mais
baixa (isto €, K4 mais alto) do que mAb1, também sio incorporados dentro da
presente invengdo e sdo potencialmente titeis em varios ensaios e aplicagGes
de diagndstico como aqui descrito. Tais anticorpos adicionalmente podem ser
uteis em aplicagdes terapéuticas, especialmente se eles t€ém um avidez alta
para antigeno, como descrito abaixo.

4.3 Avidez do Anticorpo

Para os anticorpos com mais do que um sitio de ligagdo de
antigeno (multivaléncia), a afinidade em um sitio de liga¢do nem sempre
reflete a forga verdadeira da intera¢do anticorpo-antigeno. Quando um
anticorpo multivalente se liga a um antigeno tendo epitopos de repetigo
multiplos, a interagdo de uma interagio de antigeno em um sitio de ligagdo no
anticorpo aumenta a chance da interagdo de antigeno com os sitios de ligagio
adicionais. A avidez mede a forga de combinagfo funcional de um anticorpo
com seu antigeno, que esta relacionado tanto a afinidade da reagdo entre os
epitopos quanto os paratopos, € as valéncias do anticorpo e antigeno. Assim, a
avidez fornece uma medida mais exata de uma tendéncia do anticorpo de
dissociar.

A avidez alta pode compensar pela afinidade baixa. Por
exemplo, os sitios de ligagdo de antigenos de IgM no geral sdo de afinidade
mais baixa do que IgG, mas a multivaléncia de IgM os fornece uma avidez
alta, permitindo assim, que ele se ligue ao antigeno eficazmente.

Para determinar a avidez dos anticorpos da inveng#o, os
fragmentos Fab foram primeiro preparados por digestdo de papaina
convencional da imunoglobulina correspondente. A Proteina A Imobilizada
depois foi usada para separar os fragmentos Fab de Fc e anticorpo nZo

digerido.
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Aproximadamente 1 ml de pasta de papaina imobilizada
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contendo 0,5 ml de gel estabelecido, 250 pg de papaina, ¢ 3,5 unidades de
BAEE foram lavados 3 x 1 ml e 1 x 10 ml com Tamp#o de Digestdo (DB; 20
mM de fosfato de sédio, 10 mM de EDTA, 20 mM de cisteina, pH 7,0). A
pasta depois foi recolocada em suspensdo com 0,3 ml de DB, misturada com
1,1 ml de anticorpo (aproximadamente 5 mg, pH 7), e agitada durante a noite
a 37°C. A digestdo de anticorpo depois foi separado da resina, € os
fragmentos Fab foram separados dos fragmentos Fc e do anticorpo ndo
digerido por cromatografia por afinidade usando a Proteina A. A pureza do
fragmento Fab foi monitorada por SDS-PAGE (Figura 3A).

A ligagdo monovalente foi distinguida da ligagio bivalente
eluindo-se os anticorpos ligados a antigeno com concentra¢es variantes de
tiocianato. Aumentando-se a concentragdo do ion catotrépico (tiocianato) na
solugdo, as associagdes de afinidade mais baixa (por exemplo, ligagdo
monovalente de Fab ao antigeno) sdo rompidas primeiro, enquanto que as
associagOes de afinidade mais alta (por exemplo, ligagdo bivalente de IgG ao
ligando) permanecem inalterada. Assim, aumentando-se a concentra¢do de
tiocianato, duas ligagdes diferentes podem ser distinguidas.

As placas foram revestidas com 10 pg/ml de CTGF ou
peptideos de CTGF em 50 mM de tampdo de bicarbonato (pH 8,5) a 4°C
durante a noite, bloqueadas com o bloqueador caseina/TBS a 4°C durante a
noite, e depois incubadas com 100 pg/ml de anticorpo ou Fab correspondente
no bloqueador caseina/TBS na temperatura ambiente durante a noite com
agitag@o. As placas depois foram incubadas com diluig¢Ges (1:1) de tiocianato
(0a7,6 M) em 100 mM de tamp@o de fosfato (pH 6,0) durante 15 minutos na
temperatura ambiente com agitagdo, seguido por um conjugado de (Fab’),
anti-humano de camundongo de fosfatase alcalina (dilui¢do 1:1000) na
temperatura ambiente durante 45 minutos. O substrato de fosfatase alcalina (1
mg/ml; Sigma) em 1 M de dietanolamina, 0,5 mM de MgCl, (pH‘ 9,8) foram

F(/:)
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adicionados, as placas foram incubad.as na t'empéré’f{lra' a'rfl.bie.nte,. e a
absorbancia a 405 nm foi determinada depois de 2, 10, 20, e 60 minutos.

O indice de afinidade é a concentragdo de agente catotrépico
(tiocianato) que produz uma redugio de 50% na absorbancia inicial. Para um
anticorpo exemplar da invengfio, mAbl, o indice de afinidade para a
dissociagdo de Fab a partir de CTGF foi de 0,46 M, ao passo que o indice de
afinidade para a dissociaggo de IgG intata de CTGF foi de 1,8 M (Figura 3B).
Assim, 0 mAbl se liga ao antigeno predominantemente bivalente (avidez), e
dissocia do antigeno muito mais lentamente do que um anticorpo que se liga
monovalentemente. Os anticorpos adicionais da invengdo, que compartilham
os pardmetros de ligagdo de epitopo com mAbl, podem ser similarmente
bivalentes ou eles podem ser mono- ou multivalentes. Qualquer um dos
anticorpos da invenc¢do pode ser manipulado para melhorar a avidez, por
exemplo, combinando-se os sitios de ligacdo de epitopo em uma tnica
constru¢do de anticorpo, por exemplo, um tricorpo, etc. (Ver, por exemplo,
Schoonjans et al. (2000) J Immunol 165: 7050 a 7057).
4.4 Reatividade Cruzada

O radioimunoensaio descrito acima (Exemplo 4.2) foi usado
para determinar a reatividade cruzada dos anticorpos, exceto que o thCTGF
néo rotulado foi substituido com um outro competidor néo rotulado, CTGF de
rato derivado de células renais de rato normais (NRK). As células NRK foram
cultivadas até confluente e depois os meios de cultura foram alterados para os
meios isentos de soro contendo 2 ng/ml de TGF-B2, 50 png/ml de heparina, e
250 pg/ml de BSA. O meio condicionado foi coletado depois de dois dias de
cultura, centrifugado para remover os fragmentos, e incubado com pérolas de
heprina-sefarose (suspensdo de pérola:meio 1/100 v/v) durante 2 horas a 4°C
com agita¢fo. A mistura depois foi centrifugada; as pérolas foram coletadas e
lavadas com PBS, e depois lisadas em tampZo de SDS.

Uma representagdo grafica de Scatchard da ligagéb de mAb2

H
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nio rotulado é mostrada na Figura 4A; e uma representacio grafica de
Scatchard da ligagio de mAb! ao [*IrhCTGF na presenga de concentragdes
em aumento de CTGF de rato ndo rotulado é mostrada na Figura 4B. Como
pode ser visto na figura, o mAbl se liga tanto a0 CTGF humano quanto de
rato, enquanto que o mAb2 se liga ao CTGF humano mas néo se liga ao de
rato.

Para mAbl, os esquemas de Scatchard para a competi¢do com
CTGF de rato (Figura 4B) tém pogas mais rasas, afinidade evidente mais
baixa, e By evidente mais alto do que a representagfio grafica para a
competigio com rhCTGF (Figura 2B). Assim, embora o CTGF de rato seja
capaz de competir com o CTGF humano quanto a ligagdo ao mAbl, o
anticorpo tem afinidade mais alta pelo CTGF humano recombinante do que
pelo CTGF de rato recombinante. O mAbl tambérﬁ reage cruzado com o
CTGF de camundongo e macaco (dados ndo mostrados). Os anticorpos que
apresentam afinidade adequada pelo CTGF de outra espécie podem ser usados
no tratamento e prevengdo de distirbios desta espécie. Por exemplo, um
anticorpo da invengdo que mostra uma Ky adequada para o CTGF canino
poderia ser usado para tratar um distirbio associado com CTGF em
cachorros. Os anticorpos da inven¢do que mostram afinidade de espécie
cruzada, tal como mAbl, também sdo tuteis como ferramentas de pesquisa,
para estudar os disttirbios associados com CTGF em varios modelos animais.
4.5 Glicosilagdo

O radioimunoensaio descrito acima (Exemplo 4.2) foi usado
para determinar o efeito da glicosilagdo de anticorpo na afinidade de ligag&o
de antigeno. O anticorpo mAbl foi tratado durante 8 dias a 37°C em PBS, 0,5
M de EDTA, pH 8,0, com peptideo N-glicosidase F (PNGase F), que cliva os
oligossacarideos de glicoproteinas ligadas a N. Depois da incubagdo, a

solugdo de reagdo foi usada diretamente ou fracionada em uma proteina a

&
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depois do fracionamento foi de aproximadamente 87%, € o nivel de
endotoxina foi de 0,30 EU/mg. A desglicosilagdo foi confirmada por SDS-
PAGE. A atividade de ligagdo do anticorpo desglicosilado ao CTGF
recombinante humano foi idéntico dentro do erro experimental para a
atividade de ligag@o da forma glicosilada do anticorpo.

Como varias células produzem padrées de glicosilagdo
diferentes, a produgio de proteinas recombinantes, por exemplo, anticorpos,
em células cultivadas ou espécie ndo homdloga podem gerar a glicosilagio
ndo natural. Algumas proteinas requerem a glicosilagdo especifica para a
atividade, e a glicosilagdo alterada reduz a atividade; por exemplo, no caso
dos anticorpos, a afinidade pelo antigeno é reduzida. A produgio de proteina
em certos sistemas, por exemplo, plantas e ovos de galinha, também pode
produzir padrdes de glicosilagdo que sdo imunogénicos, reduzindo assim a
capacidade de usar as proteinas em certas aplicagdes. A capacidade dos
presentes anticorpos de apresentar a mesma atividade em uma forma
glicosilada e n3o glicosilada demonstra que a invengdo nfo é limitada pela
presenga de glicosilagdo, particularmente uma glicosilagdo especifica de
espécie.

Exemplo 5. Ensaio de migracdo celular

A migrag@o celular é um evento celular normal e importante,
por exemplo, durante o desenvolvimento e cura do ferimento. A migragéo
celular também ¢ um fator na patologia de disturbios tais como formagéo de
lesdes fibroticas, e as células isoladas de lesdes fibréticas sdo mais
responsivas aos estimulos quimiotaticos do que as células do tecido normal
correspondente.

Os anticorpos da presente invengdo foram analisados quanto a

sua capacidade de inibir a migragdo quimiotatica estimulada pof CTGF de
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células do muisculo liso usando um ensaid de camara de Boyden como segue.

As células do musculo liso arteriais de rato (ASMCs) em meios contendo
0,1% de soro de bezerro fetal (FCS) foram adicionadas ao compartimento
superior de uma camara de Boyden, e os meios contendo 300 ng/ml de
rhCTGF, 10% de FCS, ou 0,1% de FCS sozinho foram adicionados ao
compartimento inferior. Um filtro revestido com colageno tendo poros com
um didmetro de 8 um separou a cimara superior da cdmara inferior. As
células foram deixadas aderir a e migrar através do filtro durante 2 a 3 horas.
O filtro depois foi removido, as células no filtro foram fixadas e tingidas, e as
células que migraram através do filtro foram contadas. A incubag¢do com 300
ng/ml de thCTGF aumentou o numero de células que migra através do filtro
aproximadamente 5 vezes relativo a 0,1% de controles de FCS. O aumento na
migra¢do estimulada por CTGF foi aproximadamente 27% do efeito
quimiotatico visto com 10% de FCS, que contém fatores quimiotaticos
multiplos.

Os anticorpos da invengdo foram testados quanto a sua
capacidade de inibir a migra¢io celular mediada por CTGF usando o ensaio
descrito acima, exceto o anticorpo anti-CTGF (a 30 e 300 mg/ml) ou a IgG

humana misturada também foi adicionada a camara inferior. Quatro campos

de células de cada um dos 3 filtros separados foram contados para cada

amostra em cada ensaio. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Inibi¢&o da migragdo celular mediada por CTGF.

Migracéo celular (%)
Anticorpo Média SD
higG 100 10
7 (30 pg/ml) 77 13
19 (30 pg/ml) 71 14
19 (300 pg/ml) 43 12

Como pode ser visto na Tabela 2, os anticorpos que se ligam
ao CTGF dentro do epitopo definido por mAbl inibem a migragdo celular
mediada por CTGF em uma maneira dependente de dose. Os’ anticorpos

destes grupo de epitopo foram os unicos anticorpos anti-CTGF testados que
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Viérios processos, tais como angiogénese, condrogénese, e
oncogénése requerem alteragdes na adesdo e migragdo celular. O CTGF foi
associado tanto com a adesdo quanto a migragio celular, e a capacidade dos
anticorpos direcionados contra CTGF de afetar diferencialmente uma
atividade versus um outro fornece um repertério diverso de agentes
teraputicos para o tratamento de condi¢des associadas com CTGF. Os
anticorpos fornecidos pela presente invengdo demonstram claramente a
atividade diferencial relativa a neutraliza¢do das atividades de CTGF. Como
exemplificado abaixo, estas capacidades fornecem potencial terapéutico tinico
nesta classe de anticorpo anti-CTGF.

Exemplo 6. Disturbios pulmonares

A instilaggo intratraqueal (IT) de bleomicina em camundongos
¢ um sistema modelo amplamente usado para estudar a fibrose pulmonar e
para triar os agentes antifibréticos potencialmente desejaveis. Os anticorpos
da inven¢do foram testados quanto a sua capacidade de reduzir a fibrose
pulmonar induzida por bleomicina iz vivo usando o procedimento descrito por
Wang et al. (2000) Biochem Pharmacol 60: 1949 a 1958, como segue.

Os camundongos C57BL/6 machos foram aleatoriamente
divididos em dois grupos. Os camundongos foram anestesiados com
isofluorano, e depois injetados intratraquealmente com um dose unica de
bleomicina em 0,9% de solugdo salina a 0,1 de unidade/50 pl/camundongo ou
0,9% de solugdo salina sozinha. Cada grupo foi dividido e tratado
imediatamente e conseqiientemente uma vez todos os outros dias durante um
total de sete doses com solugdo salina ou anticorpo administrados
intraperitoneamente (IP). Quatorze dias depois da instilagio IT, os
camundongos foram submetidos a eutandsia por exsanguina¢do da aorta
abdominal descendente sob anestesia e o tecido pulmonar foi colhido.

O teor de colageno pulmonar foi analisado medindo-se o nivel
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de hidroxiprolina e prolina usando o método de Pall erini ef al. '(19.85; J

Chromatogr 339: 285 a 292), exceto que o 4cido 2-carboxilico de L-azetidina
(Aldrich) foi substituido por 3,4-desidroprolina como o padrio interno.
Brevemente, as amostras de tecido foram hidrolisadas em HCI 6 N durante 22
horas a 105°C. As amostras passaram por derivatizag@o de pré coluna com o-
ftalaldeido e depois 4-cloro-7-nitrobenzofurano (Aldrich) para formar adutos
fluorescentes de prolina e hidroxiprolina. Os adutos fluorescentes foram
separados por HPLC de fase reversa seguido por detecgdo fluorométrica.

A Figura 5 mostra o resultado da administragio terapéutica da
solugdo salina (SA), um anticorpo exemplar da inven¢do, mAbl, e uma
mistura de anticorpos especificos de CTGF (AbsJ) foram comparados quanto
a sua capacidade de suprimir a fibrose pulmonar seguindo o tratamento com
bleomicina. Como pode ser visto na Figura SA, o tratamento com bleomicina
(BL+SA) significantemente aumentou o teor de hidroxiprolina pulmonar em
168% sobre o grupo de controle (SA + SA; 220 + 15 ug/pulmio). Entretanto,
o tratamento subseqiiente com anticorpos misturados da inveng¢do (BL+AbsJ)
apresentou uma diminuigdo de 60% na hidroxiprolina pulmonar comparado
ao tratamento com bleomicina sozinha. - Similarmente, o tratamento
subseqiiente com mAbl (BL+ mAbl) apresentou uma diminui¢do de 70% na
hidroxiprolina pulmonar comparado a bleomicina sozinha.

A examinagdo histolégica dos pulmdes de camundongo
revelou o tecido parenquimal pulmonar normal no grupo de controle (ndo
mostrado). Nos pulmdes tratados com bleomicina, entretanto, um aumento
nas regides de fibrose foi claramente visto (Figura 5B; setas). A administragdo
terapéutica de um anticorpo da invengdo subseqiiente ao tratamento com
bleomicina apresentou uma redugfo clara em fibrose (Figura 5C), embora
alguns 16bulos ainda apresentaram um grau suave de fibrose intersticial.
Assim, os anticorpos da inven¢io fornecem beneficio terapéutico quando

administrados aos pacientes em risco para ou que sofrem de um distirbio
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pulmonar tal como fibrose pulmonar idiopatic

Exemplo 7. Disturbios renais

7.1. Insuficiéncia renal

A fibrose tubulointersticial € um componente principal de
vérias doengas renais associadas com a progressdo & insuficiéncia renal de
estagio final. (Sharma et al. (1993) Kidney Int 44: 774 a 788). A obstrugdo
ureteral unilateral (UUO), caracterizada por fungio renal diminuida e fibrose
intersticial aumentada, foi usada como um modelo experimental para induzir
o dano e fibrose tubulointersticial. (Fern ef al. (1999) J Clin Invest 103: 39 a
46).

Os camundongos foram anestesiados com isofluorano, e
depois a ligacdo do ureter esquerdo foi realizada de acordo com o método
descrito por Moriyama et al. (1998; Kidney Int 54: 110 a 119). Os
camundongos foram tratados imediatamente seguindo a cirurgia e
conseqiientemente uma vez todos os outros dias durante um total de sete
doses com solugdo salina ou anticorpo administrado intraperitoneamente (IP).
Quatorze dias depois de UUO, os animais foram anestesiados e sacrificados
por exsanguinagdo da aorta abdominal descendente. Tanto os rins direito e
esquerdo foram separadamente descapsulados e pesados. Metade de cada rim
foi fixada em 10% de formalina para a histologia (corante de tricromo) e a
outra metade foi pesada e armazenada a -70°C para a determinagio de
hidroxiprolina. A hidroxiprolina e a prolina foram determinadas como
descrito acima.

Como pode ser visto na Figura 6A, a UUO aumentou o teor de
colageno renal aproximadamente em 4 vezes, como medido pela razio de
hidroxiprolina para prolina do rim esquerdo obstruido relativo ao rim direito
ndo obstruido em cada camundongo. O tratamento com um anticorpo da
invengdo, mAbl, resultou em uma redugdo dependente de dose

estatisticamente significante na fibrose do rim obstruido (Figura 6A).
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Entretanto, um anticorpo que se liga a um: epitopo de terminal C'em CTGF, o
mAb3, nfo mostrou efeito significante. O tingimento com tricromo do rim de
UUO identifica as regides de acimulo de coldgeno aumentado (Figura 6B,
setas), ao passo que o tratamento com um anticorpo da invengZo mostra uma
reducgio consideravel no tingimento do coldgeno no rim obstruido (Figuras
6C).

Alternativamente, a fibrose renal pode ser estudada no modelo

de rim remanescente de rato de insuficiéncia renal progressiva. O modelo, que

envolve 2/3 de nefrectomia unilateral combinado com ablagdo renal completa
contralateralmente (5/6 de nefrectomia total), induz as mudangas
parenquimais degenerativas associadas com insuficiéncia renal cronica no
remanescente renal, € os animais tornam-se urémicos e exibem albuminuria,
glomeruloesclerose, fibrose intersticial e atrofia tubular marcantes. (Ver, por
exemplo, Frazier et al. (2000) Vet Pathol 37: 328 a 335; e Gandhi ef al.
(1998) Kidney Int 54: 1157 a 1165).

Os 5/6 de nefrectomia foram realizados de acordo com Frazier
et al. (2000, Vet Pathol 37: 328 a 335). Os ratos Sprague-Dawley machos de
cinco semanas de idade (Harlan, Indianapolis IN) pesando 120 g foram
anestesiados com cetamina e xilazina, e o 1/3 cranial e 1/3 caudal do rim
esquerdo foi incisada. Uma esponja de névoa foi brevemente aplicada para
fornecer a hemostase, o abdome foi enxaguado com solug#o salina, 0,2 ml de
butorfenol, e o animal foi suturado. Uma semana depois da cirurgia inicial, o
rim contralateral foi removido completamente.

Os ratos foram divididos em solugdo salina e os grupos
tratados com anticorpo com tratamento iniciado em 2 semanas seguindo 5/6
de nefrectomia. A solugfo salina ou anticorpo em uma dosagem de 5 mg/kg
foi administrada por injegdo IP (0,5 ml cada) a cada 3 dias durante 15 dias
(um total de 5 injeg¢Ges). As amostras de sangue e urina foram tomadas

semanalmente dos ratos nefrectomizados aleatdrios para seguir o
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renal com mudangas histologicas. Os resultados dos ensaios da andlise de
fibrose renal, andlise da urina e da quimica do soro foram comparados entre
os grupos em 18 e 28 dias depois do inicio do tratamento.

A fibrose renal foi avaliada independentemente por dois
patologistas em uma forma blindada; trés segdes histoldgicas de cada rim
foram examinadas wusando trés corantes morfologicos distintos:
hematoxilina/eosina, tricromo de Masson e vermelho sirio de acido picrico.
Além disso, a imunoistoquimica foi realizada em segdes congeladas para
avaliar o tipo de deposi¢do de coldgeno em cada local no rim. A avaliagéo de
colageno quantitativa (razdo de hidroxiprolina/prolina) foi realizada e a
funcgfo renal foi avaliada usando tanto a analise da urina quanto a quanto a
quimica do soro das amostras coletadas no tempo da eutanasia.

Histologicamente, as diferengas moderadas em fibrose foram
notadas entre os rins remanescentes nfo tratados com anticorpo e tratados
com anticorpo (Figura 7). Nos 3 dias de pds tratamento, a avaliagio subjetiva
blindada resultou em uma contagem de fibrose média de 12,6 no grupo
tratado com solug#o salina versus 10,7 no grupo tratado com anticorpo (p <
0,05). As diferengas estatisticamente significantes no grau de fibrose
histolégica entre os ratos tratados com anticorpo € solugdo salina foram
mantidas em 14 dias de pés tratamento, com uma contagem de fibrose média
de 16,9 nos grupos tratados com solugdo salina versus 14,4 no grupo tratado
com anticorpo (p < 0,05). A analise do teor de hidroxiprolina quantitativa de
colageno também demonstrou uma tendéncia para a fibrose diminuida no
grupo tratado com anticorpo relativo ao grupo tratado com solugdo salina,
mas a diferenga ndo foi estatisticamente significante.

As diferengas qualitativas também foram notadas entre grupos
de tratamento. Enquanto a maioria da deposi¢io colageno nos grupos tratados

com anticorpo foi limitada ao intersticio corticomedular e medular, a fibrose
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nos ratos tratados com solugdo saliha foi 'mulfiﬁ):c'al *para distribuir
difusamente por todo o cértex e medula. As diferengas histopatoldgicas mais
marcantes foram na quantidade de fibrose glomerular. Muitos dos grupos
tratados com solugio salina tiveram glomeruloesclerose moderada a severa
com fibrose pericapsular, membrana de Bowman espessa, sinéquia, €
obsolescéncia glomerular. Estas mudangas foram minimas a suaves nos outros
grupos, incluindo os rins de rato tratado com anticorpo. O acimulo de
colageno foi visualizado com os corantes de tricromo de Masson e vermelho
sirio de acido picrico.

Em ambos os modelos de insuficiéncia renal progressiva, o
anticorpo da invengfo reduziu a degradagio tecidual e melhorou a fungéo
renal. Assim, os anticorpos da invengZo fornecem beneficio terapéutico
quando administrados aos pacientes em risco para ou que sofrem de um
distirbio renal tal como glomerulonefrite, nefropatia de IgA,
glomeruloesclerose; e insuficiéncia renal e destruigdo tubular devido a
toxinas, etc.

7.2. Nefropatia Diabética

A diabete leva a insuficiéncia de érgdos multiplos incluindo,
mas ndo limitados a, rim, coragdo, e olho. Um componente principal da
progressdo patologica da insuficiéncia do érgdo diabético é a fibrose. Um
modelo estabelecido de nefropatia diabética é um camundongo que carrega
uma mutagio de perda de fungfio no receptor de leptina (Ob-R; codificado
pelo gene db). Os aspectos chave em comum entre a nefropatia diabética de
camundongo db/db e humana incluem hipertrofia renal, dilatagio glomerular,
albumindria, e expansdo da matriz mesangial.

Os anticorpos da invengio foram testados usando o modelo de
camundongo db/db de nefropatia diabética como segue. Os camundongos
db/db de oito semanas de idade (Harlan, Indianapolis IN) e seus parceiros de

ninhada db/+ heterozigéticos foram tratados por inje¢do intraperifoneal com
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cada anticorpo da invengio (CLN1; ver :abaixo) ou IgG Yumana de’ controle
(cIgG). Em todos os animais, uma inje¢#o inicial de 300 pg de anticorpo foi
seguida por doses de 100 pg administradas 3 vezes por semana durante 60
dias. As amostras de sangue foram coletadas e os pesos corporais foram
medidos no comego de e periodicamente por todo o periodo de tratamento. O
consumo de alimento também foi registrado.

Por 11 semanas, a distingdo clara existiu entre os animais
diabéticos (db/db) e os animais n3o diabético (db/+) com respeito ao peso
corporal, niveis de glicose no sangue, € consumo de alimento. O tratamento
com cada anticorpo da inven¢do ou anticorpo de controle ndo afetou
significantemente nenhum destes pardmetros. Entretanto, varias medi¢oes da
fungdo renal demonstraram uma diferenga clara entre os camundongos
diabéticos e nio diabético. Como pode ser visto na Tabela 3, os camundongos
diabéticos apresentaram um peso do rim aumentado, liberag@o de creatinina, e
taxa de excre¢do de albumina (AER) relativa aos camundongos néo
diabéticos. Entretanto, os animais diabéticos tratado com o anticorpo da
invengo apresentaram valores normalizados para todos os pardmetros. Todos
os dados sdo expressados como Média + SEM. O numero de camundongos
por grupo (n) variou de 9 a 15.

Tabela 3. Fung&o renal em camundongos db/db e db/+.

Grupo de Tratamento Peso do rim Creatinina AER (ng/24 h)
animal (mg) (ml/h)
db/+ clgG 133,8 +5,1 2,17 40,29 0,30 + 0,02
db/+ mAbl 141,0 + 4,3 2,37+0,19 0,23 + 0,04
db/db clgG 207,8 £3,9%* [539+0,36%* |2,52 4 0,20%*
db/db mAbl 177,4 + 4,5% 2,76 + 0,314 0,98 + 0,09"

**p < 0,01 vs. camundongos db/+. *P < 0,01 vs. camundongos db/+ e P <
0,05 de camundongos db/db tratados com cIgG.
4p < 0,01 vs. camundongos db/db tratados com cIgG. P < 0,01 vs.
camundongos db/+ e camundongos db/db tratados com cIgG.

Como o CTGF ¢ induzido por glicose alta e medeia varias

atividades incluindo a produg@o de ECM nos tecidos como um resultado de

A1
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avangada (AGE), etc., as patologias associadas com diabete, tais como
nefropatia diabética, podem ser prevenidas usando os anticorpos da invenc#o.

Exemplo 8. Distirbios oculares

A expressdo aumentada de CTGF foi associada com vérios
distirbios oculares incluindo vitreorretinopatia proliferativa (PVR),
degeneragdo macular, e retinopatia diabética. (Ver, por exemplo, Hinton et al.
(2002) Eye 16: 422 a 428; He et al. (2003) Arch Ophthalmol 121: 1283 a
1288; e Tikellis et al. (2004) Endocrinology 145: 860 a 866). O papel de
CTGF e o uso da terapéutica de anti-CTGF foi proposto. (Ver a Publicagdo
Internacional N® WO 03/049773). Os anticorpos da presente invengio
representam uma classe terapeuticamente eficaz, inica de produto terapéutico
anti-CTGF para o uso em tais distirbios oculares. A capacidade dos
anticorpos da presente inven¢@o de melhorar as complicagdes nos distiirbios
oculares ¢é testada em modelos de doenga ocular como segue.

8.1. Retinopatia Diabética

Os modelos animais de diabete, por exemplo, os camundongos
db/db, sdo descritos no Exemplo 7.2, acima. Qualquer um destes modelos
pode ser usado para demonstrar a eficicia do tratamento da retinopatia
diabética usando os anticorpos da invengZo. Um modelo particular para
retinopatia diabética é fornecido abaixo, em que os animais sfo injetados com
estreptozotocina (STZ), uma toxina conhecida das células da ilhota
pancreéatica que secretam insulina.

A diabete ¢ induzida em ratos (por exemplo, Long-Evans,
Sprague-Dawley, etc). por inje¢dio, por exemplo, intraperitoneamente, de
estreptozotocina (STZ), por exemplo, em cerca de 60 a 85 mg/kg de peso
corporal. Para melhorar a sobrevivéncia, os ratos podem ser concedidos com
agua com agucar a 10% durante 24 horas e/ou 2 a 4 unidades de insulina por

dia seguindo a injegdo de STZ. Vérios fatores incluindo, por exémplo, peso

&
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corporal, taxa de excrecdo de albumina urinaria, glicose angﬁinea,
hemoglobina glicada, pressdo sangiiinea, etc., sio medidos depois de, por
exemplo, 4, 8, e 12 semanas. Os animais de controle injetados com o tampao
sozinho estdo seguindo concorrentemente. Uma metade dos ratos tratados
com STZ e de controle é adicionalmente tratada com o anticorpo da invengio
injetado, por exemplo, intravenosamente, intraperitoneamente, ou
intraocularmente. Por todo o estudo aos animais s3o dados acesso ao alimento
e agua ad libitum. Os animais s3o sacrificados em 12 semanas, e os olhos s3o
colhidos e examinados quanto as mudangas histolégicas.

Uma redugdo nas mudangas patoldgicas nos animais tratados
com anticorpo relativa aos controles nfio tratados ¢ indicativa da eficacia
terap€utica na retinopatia diabética. Como o CTGF ¢ induzido por glicose alta
e media varias atividades incluindo produgdo de ECM nos tecidos como um
resultado de dano, por exemplo, devido & formagdo e acumulo de produto
final de glicagdo (AGE) avangada, etc., as patologias associadas com a
diabete, tais como retinopatia diabética, podem ser prevenidas usando a
terapéutica anti-CTGF. (Ver, por exemplo, Publicagdo Internacional N® WO
03/049773). Os anticorpos da presente invengdo representam uma classe
terapeuticamente eficaz, iinica de produto terapéutico anti-CTGF para o uso
em distirbios oculares, por exemplo, retinopatia diabética.

8.2. PVR

As células epiteliais pigmentadas retinicas de coelho (RPE)
sdo isoladas dos olhos de coelho adulto e cultivadas em DMEM suplementado
com 10% de soro bovino fetal. As culturas subconfluentes (tipicamente na
passagem 2 a 3) sdo usadas para todas as injegdes subseqiientes. No tempo da
inje¢do, as células de RPE cultivadas sfo coletadas e colocadas em suspensio
em PBS a aproximadamente 2,5 x 10° células/ml. Aproximadamente 0,2 mls
de humor aquoso ¢ removido de cada olho de coelho receptor usando uma

agulha de calibre 25, e depois as células RPE s3o injetadas através da
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esclerdtica a um ponto trés milimetros pcisterior :a'o. lil’l;lb.o: exatamente sobre e
acima do disco dptico usando uma agulha de calibre 27. Seguindo a injegéo
das células RPE, 0,1 ml de PDGF BB (50 a 150 ng), CTGF (200 a 400 ng), ou
PDGF e CTGF em PBS ¢ injetado através do mesmo local de entrada. O olho
ndo injetado de cada animal serve como um controle. Opcionalmente, o
CTGF adicionalmente pode ser injetado no dia 7 e/ou dia 14 seguindo a
primeira inje¢do. Uma metade dos animais € adicionalmente tratada com o
anticorpo da inveﬂgﬁo injetado, por exemplo, intravenosamente,
intraperitoneamente, ou intraocularmente. Dependendo do local de
administra¢do, o anticorpo pode ser fornecido diariamente ou administrado
menos freqiientemente, por exemplo, nos dias 7, 10, 14, etc.

Os animais sf3o examinados usando os procedimentos
oftalmoscépicos indiretos para monitorar o desenvolvimento e extensdo de
PVR, que é classificado de acordo com os pardmetros descritos por
Fastenberg. (Fastenberg et al. (1982) Am J Ophthalmol 93: 565 a 572). Os
animais depois sdo sacrificados e os olhos s3o analisados por examinag@o
histoldgica tanto para a extensdo da formagdo da membrana quanto da fibrose.
Adicionalmente, a retina e a membrana fibrética podem ser coletada para a
medigéo do teor de colageno.

Alternativamente, o PVR é induzido nos olhos do coelho
usando a inje¢do subretinica de dispase, usando o modelo € um procedimento
adaptado de Frenzel ef al. (1998, Invest Ophthamol Vis Sci 39: 2157 a 2164).
Uma bolha subretinica ¢ formada usando 50 ml (0,05 U) de Dispase (Sigma
Chemical Co). em PBS. Uma metade dos animais ¢ adicionalmente tratada
com o anticorpo da invengfio injetado, por exemplo, intravenosamente,
intraperitoneamente, ou intraocularmente. A separag@o retinica é induzida em
aproximadamente 75% dos coelhos injetados que n3o recebem o anticorpo da
invengdo um semana depois da cirurgia, ¢ em aproximadamente 100% destes

animais duas semanas seguindo a cirurgia. As membranas epiretinicas sdo
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examinadas quanto a extensdo da fibrose.

Uma reducgio nas mudangas patoldgicas em animais tratados
com anticorpo relativa aos controles ndo tratados ¢ indicativa da eficécia
terapéutica em PVR. Como o CTGF foi associado com o dano tecidual em
modelos de PVR, os agentes anti-CTGF foram propostos como terapéutica
para o uso em tais distirbios. (Ver, por exemplo, a Publicagdo Internacional
N® WO 03/049773). Os anticorpos da presente invengdo representam uma
classe terapeuticamente eficaz, inica de produto terapéutico anti-CTGF para o
uso em distirbios oculares, por exemplo, PVR.

Exemplo 9. Esclerose

A esclerose no geral € caracterizada por fibrose difusa,
mudangas degenerativas, e anormalidades vasculares na pele (escleroderma),
articulagdes, e Orgdos internos, especialmente o esdfago, trato GI, pulméo,
coragdo, € rim.

9.1. Inducgdo de Granuloma Localizada

Os camundongos recém-nascidos desenvolvem uma fibrose
localizada persistente quando administrados uma combinagio de TGFB-2 e
CTGF derivados do ser humano por inje¢dio subcutinea durante 7 dias
consecutivos. (Mori et al. (1999) J Cell Physiol 181: 153 a 159; Shinozald et
al. (1997) Biochem Biophys Res Commun 237: 292 a 297).

Um dia depois do nascimento, os camundongos foram
divididos em trés grupos de tratamento e administrados com 40 pl de
albumina sérica de camundongo a 1% (MSA), PBS contendo 800 ng de
TGFB-2, 400 ng de CTGF, ou tanto TGF-B2 quanto CTGF por injecdo
subcutinea na regido subescapular durante 7 dias consecutivos. O grupo de
TGFpB-2 e CTGF de combinagéo foi dividido ainda em dois grupos, com um
grupo adicionalmente recebendo 40 pg do anticorpo da invengdo, o mAbl.
No dia 11, os animais foram sacrificados e as se¢des dos locais da injegdo

foram processadas e tingidas com tricromo de Mason para a avaliagdo
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histoldgica. As laminas foram tornadas alzkat()rsias & avaliathas ‘quéIi.tativarhente
em uma forma blindada por trés cientistas; a contagem variou de 0 (nenhuma
mudanga) a 4 (tecido fibrético) com base no grau of fibrose ou expansdo de
tecido conjuntivo (ver Figura 8). As contagens cumulativas de cada 1dmina de
todos os revisores individuais depois foram calculadas e o valor médio
comparado entre os grupos usando o teste de ANOVA.

As contagens médias do grupo para o controle do veiculo,
TGFB-2, e a combinagdo de TGFB-2 e CTGF foram de 0,75, 6,83 e 9,00,
respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Contagem histoldgica do granuloma em camundongos neonatais

Tratamento Contagem média | Erro Padrio | Tamanho do
grupo
Veiculo 0,75 0,48 4
TGF-32 6,83 0,65 6
TGF-B2 + rhCTGF 9,00 0,72 7
TGF-p2 + CTGF + mAbl 6,17 1,40 6
TGF-B2 + CTGF + FG-3025 7,50 1,50 4

! Contagem do grupo de laminas de 3 leitores diferentes.

A contagem média do grupo para o tratamento com o
anticorpo foi de 6,17, uma redugdo estatisticamente significante quando
comparada com a combinag¢io de TGFB-2 e CTGF correspondente (p < 0,05),
enquanto que o tratamento com um anticorpo anti-CTGF n#o neutralizante,
direcionado terminalmente em C, mAb3, ndo reduziram a fibrose. Assim, os
anticorpos da presente inveng¢do sdo particularmente eficazes em reduzir o
dano esclerdético local aos tecidos.

9.2. Fibrose Sistémica Neonatal

Os camundongos recém-nascidos foram divididos em grupos e
administrados com inje¢des intraperitoneais didrias durante 21 dias
consecutivos com 300 pg/kg/dia de TGF, 300 npg/kg/dia de CTGF, uma
combinagdo de 300 pg/kg/dia de cada TGFB e CTGF, ou a combinagdo de
TGFB e CTGF precedida pela administragio IP de 5 mg/kg do anticorpo da

inven¢do, mAbl, 30 min antes do tratamento com fator de crescimento. Os
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filhotes permaneceram com suas mées diranté o curso d(:)'tr.ét.afnen;('). No dia
21, os animais foram sacrificados, os 6rgéos principais foram removidos, € a
prolina e hidroxiprolina totais foram medidas como acima.

As injegdes diarias de TGFB induziu a fibrose sistémica
menor, ao passo que o CTGF sozinho nfo produziu nenhuma resposta. A
combinagdo de TGFB e CTGF induziu a fibrose sistémica com a deposic¢éo de
coladgeno extensiva em varios orgdos (Figura 10) incluindo figado, pulm3o,
coragdo, trato GI, diafragma e rim; adesGes intestinais extensivas; € um
aumento de 25% na mortalidade. A administra¢fio do anticorpo da invengfo
em combinagdo com o tratamento com fator de crescimento reduziu ou
impediu a fibrose de 6rgdo (Figura 10) e as adesdes intestinais, € impediu a
mortalidade. Assim, os anticorpos da presente inveng¢fo sfo adicionalmente
eficazes quando administrados sistemicamente em reduzir o dano esclerético
aos varios tecidos e orgéos. Os resultados apresentados nos Exemplos 10.1 e
10.2 demonstram claramente que os anticorpos da invengdo, quando
administrados local ou sistemicamente, s3o terapeuticamente eficazes para o
tratamento de condi¢Ges escleroticas.
9.3. Escleroderma

Os anticorpos da inven¢do podem ser usados para melhorar a
fibrose associada com escleroderma. Os métodos que medem a extensdo e a
estringéncia da doenga de pele no escleroderma sio conhecidos dentro da
técnica. (Ver, por exemplo, Rodnan ef al. (1979) Arthritis Rheum 22: 130 a
140; Aghassi et al. (1995) Arch Dermatol 131: 1160 a 1166; Brennan et al.
(1982) Br J Rheumatol 31: 457 a 460; Kahaleh et al. (1986) Clin Exp
Rheumatol 4: 367 a 369; Falanga e Bucalo (1993) J Am Acad Derm 29: 47 a
51; Seyger et al. (1997) J Am Acad Derm 37: 793 a 796; Seyger et al. (1998)
J Am Acad Dermatol 39: 220 a 225; Black (1969) Br J Dermatol 81: 661 a
666; Ballou et al. (1990) J Rheumatol 17: 790 a 794; e Enomoto et al. (1996)
J Am Acad Dermatol 35: 381 a 387). ‘
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a firmeza da pele usando um durdémetro digital do Tipo OO Rex DD-3 (Rex
Gauge Company, Buffalo GroveIL) em unidades durométricas padronizadas
com resolugdo de 0,1 de unidade. As -medi¢Ges durométricas sdo realizadas
em todos os mesmos locais da pele como medido pela contagem de pele de
Rodnan. As contagens de pele e as leituras durométricas s@o realizadas na
triagem de valor bésico, antes da administragdo de um anticorpo da invengao,
e a cada trés meses por todos os periodos de dosagem e acompanhamento.
Cada medigdo € repetida quatro vezes, € uma analise estruturada de variancia
e célculo de coeficientes de correlagdo de intraclasse € usada para determinar
entre a variabilidade de repeti¢io em relagdo a variabilidade de sitio e
paciente. (Fleiss (1971) Psychol Bull 76: 378 a 382). As técnicas de
correlagdo também sfo usadas para avaliar a concordancia entre as contagens
da pele e as contagens durométricas, ambas para as contagens globais e para
as contagens de sub-grupo, em um ponto dado no tempo. As andlises de
correlagdo retardadas (por exemplo, relativo as contagens durométricas na
entrada as contagens da pele no tempo t + 3 meses, ou t + 6 meses de
tratamento com anticorpo) também sdo realizadas. A informagdo da atividade
da doenga e do estado funcional também pode ser coletada, incluindo os
dados da sintese de coldgeno (medigdes de PIIINP). A reduggo nos sintomas
e/ou complicagdes de escleroderma como medido usando qualquer um dos
métodos descritos acima demonstra a terapéutica eficaz dos anticorpos da
presente invengao.

Exemplo 10. Osteoartrite

Os anticorpos da presente inveng@o sdo testados em um dos
modelos seguintes para demonstrar a terapéutica eficaz na osteoartrite. Para
os exemplos seguintes, a concentragdo de anticorpo usado estd na faixa de
cerca de 0,015 a 15 mg de anticorpo por quilograma de peso corporal do

paciente; por exemplo, uma dosagem de cerca de 5 mg de anﬁcorpo por
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quilograma de peso corporal, é considerad.a apfop.riada.

Os animais, por exemplo, camundongos C57BL/6 machos de
12 semanas de idade, sdo abrigados em gaiolas padrio e alimentados em uma
dieta padrio com agua de torneira ad libitum.

10.1 Inje¢do intra-articular de AACTGF em articulagées do joelho de
murino

Uma construcdo de vetor de expressdo de adenovirus contendo
CTGF (AdCTGF) € preparada usando o sistema de ADEASY (Qbiogene,
Carlsbad CA) de acordo com procedimentos fornecidos pelo fabricante.
Brevemente, um polinucleotideo que codifica o CTGF humano de tamanho
natural € inserido usando técnicas de clonagem molecular padrio em um
plasmideo PSHUTTLE-CMV (Qbiogene). A constru¢do de pShuttle-CMV-
CTGF depois € tornada linear e co-transfectada com o plasmideo PADEASY-
1 (Qbiogene) no competente das células BJ-5183 de E. coli por eletroporagio.
O AdCTGF ¢ amplificado e purificado usando procedimentos descritos por
Kim et al. (2001, J Biol Chem 276: 38781 a 38786); um vetor adenoviral nulo
¢ usado como um controle. As unidades que formam placa (faixa de 1,0 a 2,1
x 10'°/ml) e particulas virais (faixa de 0,9 a 1,5 x 10'%/ml) sfo similares
quanto ao AdCTGEF e virus de controle.

O AdCTGF ou o adenovirus de controle (1 x 107 de unidades
que formam placa) € injetado intra-articularmente; e os anticorpos da
inven¢do sdo administrados por inje¢do intra-articular, intravenosa,
intraperitoneal, ou subcutinea. O anticorpo pode ser injetado ao mesmo
tempo como a administragdo adenoviral ou, alternativamente, a terapia pode
comegar antes ou depois da injecdo de AACTGF. Os animais que recebem o
adenovirus de controle s3o similarmente injetados com anticorpo anti-CTGF
ou anticorpo de controle. As articulagdes do joelho nio injetadas servem
como controles para os efeitos do anticorpo.

As articulagdes do joelho sdo isoladas em vérios dias, por
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descalcificadas durante 14 dias em EDTA/polivinilpirrolidona, e armazenadas
a -20°C usando o procedimento descrito em Stoop et al. (2001, Osteoartrite
Cartilage 9: 308 a 315). A histologia das articulagdes € analisada para medir a
espessura sinovial e a deplegdo de proteoglicano; a hibridizagdo e
imunoistoquimica in situ sdo realizadas para identificar a expressdo de CTGF,
assim como a expressdo de fatores adicionais incluindo colageno (tipo I e/ou
III), etc. O fluido sinovial é coletado para determinar os niveis de CTGF,
metaloproteinases, etc. A eficacia de terapia usando os anticorpos anti-CTGF
¢ confirmada por uma reduc¢do nos pardmetros associados com osteoartrite
relativa aos animais injetados com AdCTGF e tratados com o anticorpo de
controle.
10.2 Injegio intra-articular de AdTGFp nas articulagdes do joelho de
murino

Alternativamente, os anticorpos podem ser testados no modelo
animal de osteoartrite descrito por Bakker ef al. (2001, Osteoartrite Cartilage
9: 128 a 136). Por exemplo, o anticorpo da invengdo ou o anticorpo de
controle podem ser injetados a0 mesmo tempo como, subseqiiente a, ou no
avango da injegio intra-articular de 1 x 107 pfu de construgio de anednovirus
que expressam TGFB (AdTGFp). As articulagdes do joelho nfo injetadas
servem como controles para os efeitos do anticorpo. Em vérios dias, por
exemplo, o dia 3, 7, 14, etc., os animais de cada grupo sfo sacrificados e os
tecidos sdo isolados e processados. A histologia das articulagdes € analisada
para medir a espessura sinovial, a depleg¢@o de proteoglicano, e a formagéo de
osteodfito, etc.; a hibridizagdo e imunoistoquimica in situ sdo realizadas para
identificar a expressdo de CTGF, assim como a expressio de fatores
adicionais incluindo colageno (tipo I e/ou III), etc. O fluido sinovial é
coletado para determinar os niveis de TGFfB, CTGF, metaloproteinases, etc. A

eficicia da terapia usando os anticorpos da invengdo € confirmada por uma
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injetados com AdTGFp e tratados com o anticorpo de controle.
10.3 Injegdo intra-articular de papaina em articulagées do joelho de murino
Alternativamente, os anticorpos podem ser testados usando o
procedimento descrito em van der Kraan ef al. (1989, Am J Pathol 135: 1001
a 1014). A injecdo intra-articular de papaina induz a formagio de osteofito,
fibrose, e deplegéo de proteoglicano a partir da cartilagem articular. O modelo
de papaina ¢ iniciado injetando-se 1 unidade de solugio de papaina (Sigma,
St. Louis, MO) na articulagdo do joelho direita dos camundongos. A
articulagdo do joelho esquerda de cada animal serve como um controle
interno. Os anticorpos da invengdo sio administrados por inje¢do intra-
articular, intravenosa, intraperitoneal, ou subcutinea a0 mesmo tempo como,
subseqiiente a, ou em avango de inje¢do intra-articular de papaina
(0,5%/joelho). Em varios dias, por exemplo, o dia 3, 7, 14, etc., os animais de
cada grupo sdo sacrificados e os tecidos sdo isolados e processados. A
histologia das articulagdes € analisada para medir a espessura sinovial,
deplecdo de proteoglicano, ¢ formagdo de ostedfito, etc.; a hibridizagdo e
imunoistoquimica in situ sdo realizadas para identificar a expressdo de CTGF,
assim como a expressdo de fatores adicionais incluindo o coldgeno (tipo I
e/ou III), etc. O fluido sinovial € coletado para determinar os niveis de TGFp,
CTGF, metaloproteinases, etc. A eficacia da terapia usando os anticorpos
anti-CTGF ¢ confirmada por uma redug@o nos pardmetros associados com a

osteoartrite relativa aos animais injetados com papaina e tratados com o

| anticorpo de controle.

Exemplo 11. Clonagem e Expressio

Embora o exemplo seguinte ilustre a clonagem e expresséo de
um anticorpo particular da invengdo, os métodos sdo no geral aplicaveis a
todos dos anticorpos descritos e reivindicados aqui.

Um anticorpo exemplar da invengdo, mAblI, foi primeiro

444
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identificado como parte de um anticorpé huIEnanb. co%nb:léxc') secretado’ por
uma linhagem celular de hibridoma (8C12-F10; preparada como descrito no
Exemplo 3).
11.1 Clonagem e seqiienciamento de cadeia pesada de mAbl

O RNA mensageiro foi isolado a partir de uma cultura de
células 8C12-F10 usando um kit MICRO-FAST TRACK (Invitrogen)
seguindo os protocolos fornecido pelo fabricante. Duas misturas de cDNA
depois foram produzidas segundo a sintese padréo usando um kit de ciclo de
célula de cDNA (Invitrogen) seguindo os protocolos fornecidos pelo
fabricante e um dos iniciadores anti-sentido de cadeia pesada seguintes:
AB90 (TGCCAGGGGGAAGACCGATGG; SEQ ID NO: 3)
ml19H1504R (GCTGGGCGCCCGGGAAGTATGTA; SEQ ID NO: 4)

As seqiiéncias da regido varidvel de cadeia pesada foram
clonadas por amplificagdo de PCR da mistura de cDNA iniciada por AB90
usando o iniciador AB90 e um de uma série de iniciadores da regido V,
incluindo os iniciadores que correspondem as seqiiéncias de sinal secretério
conservado, que codificam a extremidade 5’ das regides de codificagdo
respectivas, € as seqiiéncias da regido de estrutura 1, que codificam o inicio
das imunoglobulinas maduras. A Pfu DNA polimerase (Stratagene) foi usada
de acordo com os protocolos do fabricante recomendados, com as varia¢des
seguintes: As rea¢des foram tipicamente realizadas em 50 pl de volume total,
contendo 1 pl de cDNA, 0,75 uM de cada iniciador anterior e reverso, 200
puM de cada dNTP, e 1 pl de Pfu polimerase (2,5 unidades por pl). Um
programa de ciclo término de contagem regressiva foi usado com uma
incubagdo inicial a 94°C durante 2 min antes da adigdo de enzima. Os
pardmetros do ciclo seguintes depois foram usado: Dez ciclos de 94°C
durante 45 segundos, 65°C durante 45 segundos, e 72°C durante 1 minuto;
trinta ciclos de 94°C durante 45 segundos, 55°C durante 45 segundos, e 72°C

durante 1 minuto; e depois um ciclo a 72°C durante dez 10 minutos.
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Apenas um iniciador de se:qiién‘cia. de
AB87 (ATGGAGTTTGGRCTGAGCTG; SEQ ID NO: 5), que se liga as

o ® ° ° .. o °
stnal‘de’ cadeia ‘pesada,

regides V de cadeia pesada da familia VH3, produziu o produto significante.
O produto de PCR do nucleotideo 453 foi clonado no vetor BLUNT II-TOPO
de PCR (Invitrogen), os clones foram triados quanto ao tamanho de inser¢éo
correto, € os trés clones que correspondem aos produtos de PCR foram
seqiienciados. As seqii€ncias idénticas foram obtidas por todos os trés clones.
As seqiiéncias de regifo constante e de UTR de cadeia pesada
foram clonadas pela amplificagdo de PCR da mistura de cDNA iniciada por
m19 H1504R. Um fragmento de PCR do nucleotideo 601 correspondendo a
extremidade 5° do segmento de cadeia pesada foi amplificado usando o
iniciador de sentido VH3-33 29-51F (CGGCGGTGTTTCCATTCGGTGAT;
SEQ ID NO: 6) e o iniciador de anti-sentido de regido constante de cadeia
pesada m19 H553R (GGGCGCCTGAGTTCCACGACAC; SEQ ID NO: 7).
A clonagem mediada por topoisomerase foi usada para clonar os produtos de
PCR no vetor PCR-BLUNT II (Invitrogen), como direcionado pelo
fabricante, e a inser¢éo depois foi seqiienciada. Similarmente, um fragmento
de PCR do nucleotideo 505 foi amplificado usando o iniciador de sentido m19
H439F (GTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTC; SEQ ID NO: 8) e o iniciador
de anti-sentido m19 H943R (CCCGCGGCTTTGTCTTGGCATTAT; SEQ ID
NO: 9), e um fragmento de PCR do nucleotideo 503 foi amplificado usando o
iniciador de sentido m19 H1002F (CTGGCTGAATGGCAAGGAGTA; SEQ
ID NO: 10) e o iniciador de anti-sentido m19 H1504R. Ambos os fragmentos
foram clonados separadamente no vetor PCR-BLUNT II (Invitrogen) e
seqiienciados como descrito acima. Um quarto fragmento de PCR de cadeia
pesada de 586 nucleotideos foi amplificado usando o iniciador de sentido m19
H645F (GGGCACCCAGACCTACATC; SEQ ID NO: 11) e o iniciador de
anti-sentido m19 H1230R (CTCCGGCTGCCCATTGCTCTCC; SEQ ID NO:

12) e seqtienciado diretamente.

o
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A Figura 11A mostra utha (flag.r'a;ma° 35 afinhamento .;105
fragmentos de PCR clonados que forneceram a seqii€ncia de nucleotideo de
tamanho natural (SEQ ID NO: 13) que codifica a cadeia pesada de mAbl
(SEQ ID NO: 14). A seqiiéncia de aminoacido da regido varidvel de cadeia
pesada o mais rigorosamente assemelha-se ao gene DP-44 da linha
germinativa de VH3. Embora n3o foi possivel dizer qual segmento D foi
usado, a seqiiéncia de mAbl o mais rigorosamente assemelha-se a familia de
DH4. A regido JH o mais rigorosamente iguala-se ao JH4 ¢ JHS da linha
germinativa. A regido constante de cadeia pesada de mAb1 iguala-se ao N° de
Acesso de GenBank BC016381, indicando um aldtipo de G1m (3).

11.2 Clonagem e seqiienciamento de cadeia leve de mAbl

O RNA mensageiro foi isolado de uma cultura de células
8C12-F10 usando um kit MICRO-FAST TRACK (Invitrogen) seguindo os
protocolos fornecidos pelo fabricante. Duas misturas de cDNA depois foram
produzidas pela segunda sintese padrio usando um kit de ciclo de célula de
cDNA (Invitrogen) seguindo os protocolos fornecidos pelo fabricante € um
dos iniciadores de cDNA de anti-sentido de cadeia leve seguintes:

AB16 (CGGGAAGATGAAGACAGATG; SEQ ID NO: 15)
Ck-760R  (AAGGATGGGAGGGGGTCAGG; SEQ ID NO: 16)

As seqiiéncias varidveis de regido de cadeia leve foram
clonadas pela amplificagdo de PCR da mistura de cDNA iniciada por AB16
usando o iniciador AB16 e um de uma série de iniciadores da regido V
incluindo os iniciadores que correspondem as seqii€ncias de sinal secretdrio
conservada, que codificam a extremidade 5’ das regides de codificacio
respectivas, e as seqiiéncias da regido de estrutura 1, que codificam o inicio
das imunoglobulinas maduras. A Pfu DNA polimerase (Stratagene) foi usada
de acordo com os protocolos do fabricante recomendados com as variagdes €
parametros de ciclo descritos acima.

Apenas um iniciador de seqiiéncia de sinal de cadeia leve,
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ABI123 (CCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTG; SEQ™ I
liga as regides V de cadeia pesada da familia VK1, produziu o produto
significante. O produto de PCR do nucleotideo 408 foi clonado no vetor
BLUNT II-TOPO de PCR (Invitrogen), os clones foram triados quanto ao
tamanho de inser¢3o correto, e os trés clones que correspondem aos produtos
de PCR foram seqiienciados. As seqiiéncias idénticas foram obtidas para
todos os trés clones.

As seqiiéncias constantes de regido de cadeia leve foram
clonadas pela amplificagdo de PCR da mistura de cDNA iniciada por Ck-
760R. A seqiiéncia de codificaggo inteira e a regidio de UTR 5’ da cadeia leve
foram amplificadas usando o iniciador de sentido de cadeia leve L15 22m
(TCAGWCYCAGTCAGGACACAGC; SEQ ID NO: 18) e Ck-760R. O
fragmento do nucleotideo 788 foi clonado no vetor BLUNT II de PCR
(Invitrogen) e seqiienciado. O plasmideo resultante foi designado 41mé6.

A Figura 11B mostra um diagrama do alinhamento dos
fragmentos de PCR clonados que forneceram a seqii€ncia de nucleotideo de
tamanho natural (SEQ ID NO: 19) que codifica a cadeia leve de mAbl (SEQ
ID NO: 20). A seqiiéncia de aminoacido da regido variavel de cadeia leve o
mais rigorosamente iguala-se as regides codificadas pelas seqiiéncias de
nucleotideo Vk L15 e Jk2 de linha germinativa. A regido constante de cadeia
leve de mAb1 ¢ idéntica a seqiiéncia de gene de imunoglobulina de cadeia
leve kappa de linha germinativa humana relatada. (Whitehurst et al. (1992)
Nucleic Acids Res 20: 4929 a 4930).

11.3 Producdo de construgies de expressdo de cadeia pesada e leve de
mAbl

O cDNA de cadeia pesada de mAbl de tamanho natural foi
gerado pela PCR de extensd@o de sobreposi¢do em duas etapas dos produtos de
PCR de cadeia pesada descritos acima e mostrados na FigurarllA. Os dois

produtos de PCR 5’ foram combinado com os iniciadores distais VH3-3329-
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produzir um unico fragmento de 991 nucleotideos. Similarmente, os dois
produtos de PCR 3’ foram combinados com os iniciadores distais VH3-3329-
51F e m19 H943R em uma reagfo de extensdo de sobreposi¢do de PCR para
produzir um fragmento de 860 nucleotideos. Estes dois produtos de reagdo de
extensdo de PCR depois foram purificados em gel e amplificados juntos
usando os iniciadores distais VH3-3329-51F ¢ m19 H1504R para gerar a
seqiiéncia de codificagdo de cDNA de 1407 nucleotideos (dos residuos 441 ao
1847 da SEQ ID NO: 13) da cadeia pesada de mAbl de tamanho natural.

O cDNA de cadeia pesada depois foi clonado no vetor PCR-
BLUNT II TOPO (Invitrogen) para produzir o plasmideo 43a4. A regido de
codificagiio de cadeia pesada de mAb1 depois foi subclonada pela digestdo do
plasmideo 43a4 com as endonucleases de restricdo de BamHI e Xbal, seguido
pela ligagdo da inser¢dio extirpada no vetor de expressio PCDNAS-FRT
(Invitrogen), que foi pré digerido com as endonucleases de restrigdo de
BamHI e Nhe. A inser¢do do plasmideo de expressdo resultante, 44al, foi
verificada pela seqiiéncia antes de ser similarmente subclonado em orientagdo
reversa no vetor PBK-CMV (Clontech) para produzir o plasmidio 47a4, e no
vetor pCEP-Pu (E. Kohfeldt, Max-Planck-Institut fur Biochemie), um vector
derivado do vetor pCEP4 (Invitrogen), para produzir o plasmideo 49al.

O cDNA de 708 nucleotideos (residuo 415 a 1122 da SEQ ID
NO: 19) que codifica a cadeia leve de mAb1 de tamanho natural foi extirpado
do plasmideo 41m6, descrito acima, usando as endonucleases de restrigdo
HindIII e Xhol, e ligado no vetor PCDNAS5-FRT (Invitrogen), que foi pré
digerido com as endonucleases de restrigdo HindIII e Xhol, para produzir o
plasmideo de expressdo mamifero 42b2. A inser¢do do plasmideo 42b2 foi
verificada em seqiiéncia antes de ser similarmente subclonado em orientago
reversa no vetor PBK-CMV (Clontech) para produzir o plasmideo 47b3, € no
vetor pCEP-Pu (E. Kohfeldt, Max-Planck-Institut fur Biochémie) para
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produzir o plasmideo 49bl.
11.4 Transfec¢do e expressdo das construgoes de cadeia de anticorpo

As células COS7 foram transfectadas com os plasmideos 44al
(cadeia pesada de mADbl) e 42b2 (cadeia leve de mAbl) tanto em separado
quanto co-transfec¢des usando procedimentos padrdo. Os meios de cultura
condicionados foram ensaiados quanto a presenca de anticorpo como descrito
no Exemplo 4 (supra). Apenas o meio das células co-transfectadas tanto com
44al quanto 42b2 expressou o anticorpo humano tendo atividade de ligagdo de
CTGF como medido por ELISA usando os procedimentos como descrito
acima. O anticorpo, aqui identificado como CLN1, produzido pelas células
COS7 co-transfectadas, se liga & metade de terminal N do CTGF com uma
afinidade de 0,8 nM. }

O CLNI também foi expressado em células ovarianas de
Hamster Chinés geneticamente modificadas (CHO). Uma linhagem celular de
CHO que expressa o anticorpo exemplar CLN1 foi depositada com the
American Type Culture Collection (Manassas VA) em 19 de Maio de 2004 e
¢ identificada pelo N* de Acesso de ATCC ___ . As linhagens celulares
podem ser otimizada € a expressdo do anticorpo pode ser realgada usando
vérias técnicas conhecidas no ramo, por exemplo, por amplificagdo de gene
como descrito por Wigler et al. (1980; Proc Natl Acad Sci USA 77: 3567 a
3570) com modificagdes como descrito por Ringold et al. (1981; J Mol Appl
Genet 1: 165 a 175), Gasser ef al. (1982; Proc Natl Acad Sci USA 79: 6522 a
6526), e Kaufman et al. (1985; Mol Cell Biol 5: 1750 a 1759).
Exemplo 12: Interacfio de CTGF com TGFf

Os anticorpos da inveng&o especificamente se ligam as regides
de CTGF definidas pelos residuos codificados pelo exon 3 (Figura 1B; do
nucleotideo 418 ao nucleotideo 669 da SEQ ID NO: 1). Esta regido abrange o
amino4cido 97 ao aminoacido 180 da SEQ ID NO: 2, e inclui o dominio Tipo
C de von Willebrand (do aminoécido 103 ao aminoécido 164 da SEQ ID NO:
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2) € o epitopo de mAb1 (do amino4cido 134 o dmind4cido 158 .d;'Séd ID
NO: 2). Abreu et al. (2002, Nat Cell Biol 4: 599 a 604) relatam que um
dominio que corresponde ao dominio de VWC de CTGF ¢ importante para a
interagdo entre CTGF e TGFJ ou BMP-4, e que a dita interagdo modula a
atividade de TGF e BMP-4. Os experimentos seguintes demonstram que as
regides codificadas pelo exon 3 sdo necessérias e suficientes para a ligagdo de
CTGF ao TGF, e que os anticorpos da invengdo podem bloquear a interagéo
entre CTGF e TGFp.

A Interagdo entre CTGF e TGFP foi ensaiada usando o
procedimento seguinte. Os reservatérios de uma placa MAXISORP ELISA de
96 reservatérios (Nalge Nunc) foram revestidos durante a noite a 4°C com 10
pg/ml de CTGF, o fragmento de CTGF codificado pelo exon 3, ou o
fragmento de CTGF codificado pelo exon 5, em PBS; ou com PBS sozinho.
Todos os reservatdrios depois foram bloqueados com 1% de BSA em PBS,
seguido por incubagfo durante 1 hora na temperatura ambiente em 50 ul de
solucdo contendo TGFP a 0, 1, 3,3, 10, 33, 100, 333, ou 1000 ng/ml, e
anticorpo monoclonal anti-TGFp de camundongo MAB612 ou MAB1835 (R
& D Sistemas, Minneapolis MN) a 100, 300, ou 1000 ng/ml em PBS, 0,05%
de Tween-20. O MABI1835 reconhece o TGFB-1 e B-2 bovino, de
camundongo, ¢ humano, e bloqueia a ligagdo de TGF aos timdcitos de
camundongo. O MAB612 reconhece o TGF[-2, mas nfo inibe as atividades
do TGFp. Os reservatérios foram lavados com PBS, 0,05% de Tween-20, e
depois incubados durante 1 hora na temperatura ambiente em uma solugio
contendo um anticorpo de IgG anti-camundongo de cabra conjugado a
fosfatase alcalina diluido em PBS, 0,05% de Tween-20. As placas foram
novamente lavadas, e fosfato de p-nitrofenila (PNPP) em 1 M de etanolamina,
1 mM de MgSO,, pH 9,8 foi adicionado, os reservatdrios foram incubados
durante um tempo adequado para desenvolver, e a reagdo depois foi concluida

pela adi¢iio de NaOH. A absorbéncia em A de 405 nm foi medida usando um
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espectrofotometro.

A Figura 12 mostra que o CTGF e o fragmento de CTGF
codificado pelo exon 3 sdo capazes de interagir com o TGFJ a um grau
equivalente, ao passo que o fragmento de CTGF codificado pelo exon 5 nfo
mostrou qualquer atividade de ligagdo para TGFf. De maneira interessante, o
anticorpo anti-TGF3 MAB612 foi capaz de detectar o TGF ligado ao CTGF
em uma maneira dependente de dose, mas o anticorpo neutralizante,
MABI1835, ndo foi capaz de detectar o TGFp ligado ao CTGF em qualquer
concentragdo testada (dados n3o mostrados). Isto sugere que o CTGF compete
com MABI1835 pela ligagdo ao TGFp.

Os anticorpos anti-CTGF foram testados quanto a sua
capacidade de bloquear a ligagdo entre CTGF e TGFp. Como mostrado na
Figura 12, os anticorpos da inveng¢do, exemplificados por mAb4 e mAbl,
bloquearam a ligagdo de TGFp tanto de CTGF quanto do fragmento de CTGF
codificado pelo exon 3, ao passo que um anticorpo anti-CTGF direcionado a
um fragmento de terminal C de CTGF ndo bloqueou a ligagdo. Estes
resultados fornecem suporte para um mecanismo de agdo em que os
anticorpos da invengdo especificamente bloqueiam uma interagdo entre CTGF
e TGFp, e potencialmente entre CTGF e outros membros da superfamilia de
TGFB.

Varias modifica¢des da invengdo, além daqueles mostradas e
aqui descritas, tornar-se-do evidentes aqueles habilitados na técnica da
descrigdo precedente. Tais modificagdes sdo intencionadas a cair dentro do
escopo das reivindica¢des anexas.

Todas as referéncias aqui citadas s@o aqui incorporadas por

referéncia em sua totalidade.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo que especificamente se liga a uma regido no fator
de crescimento do tecido conjuntivo humano (CTGF) apresentada como os
aminoacidos 143 a 154 da SEQ ID NO: 2 ou a uma regido ortéloga no CTGF
derivado de uma outra espécie, e que € capaz de neutralizar uma atividade

biologica do CTGF, caraceterizado pelo fato de que o anticorpo possui a

mesma sequéncia de aminodcidos que o anticorpo produzido pela linhagem
celular identificada pelo N° de Acesso ATCC PTA-6006.

2. Anticorpo que especificamente se liga a uma regido no fator
de crescimento do tecido conjuntivo humano (CTGF) apresentada como os
aminoacidos 143 a 154 da SEQ ID NO: 2 ou a uma regido ortologa no CTGF
derivado de uma outra espécie, e que € capaz de neutralizar uma atividade
biologica do CTGF, caraceterizado pelo fato de que o anticorpo € produzido

pela linhagem celular identificada pelo N2 de Acesso ATCC PTA-6006.

3. Anticorpo caracterizado pelo fato de que compreende um

primeiro polipeptideo selecionado do grupo que consiste em:

(@) uma sequéncia de cadeia pesada de imunoglobulina
compreendendo a SEQ ID NO: 14; e

(b) uma sequéncia de cadeia pesada de imunoglobulina
compreendendo o dominio variavel da SEQ ID NO: 14;

e um segundo polipeptideo seleccionado do grupo que
consistem em:

(c) uma sequéncia de cadeia leve de imunoglobulina
compreendendo a SEQ ID NO: 20; e

(d) uma sequéncia da cadeia leve de imunoglobulina
compreendendo o dominio variavel da SEQ ID NO: 20.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado

pelo fato de que o dominio variavel do primeiro polipeptideo compreende o

dominio varidvel de cadeia pesada de imunoglobulina contido nos
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aminodacidos 1 a 167 da SEQ ID NO: 14.
5. Anticorpo, de acordo com a reivindicagio 3 ou 4,

caracterizado pelo fato de que o dominio varidvel do segundo polipeptideo

compreende o dominio varidvel de cadeia leve de imunoglobulina contido nos
aminodacidos 1 a 136 da SEQ ID NO: 20.
6. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

3 a5, caracterizado pelo fato de que compreende o dominio variavel de cadeia

pesada de imunoglobulina contido na SEQ ID NO: 14, e o dominio variavel
de cadeia leve de imunoglobulina contido na SEQ ID NO: 20.
7. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 6, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € capaz de neutralizar uma

atividade bioldgica do polipeptideo CTGF.
8. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

1, 2 ou 7, caracterizado pelo fato de que a atividade bioldgica compreende a

producdo de matriz extracelular por uma célula.

9. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1, 2 ou 7, caracterizado pelo fato de que a atividade bioldgica compreende o
estimulo da migragao celular.

10. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado

pelo fato de que a produgdo da matriz extracelular € in vivo ou ex vivo.
11. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 10, caracterizado pelo fato de que o anticorpo modula a interagdo entre o

polipeptideo CTGF e um receptor celular, neutralizando desse modo a
atividade bioldgica.
12. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

1 a 10, caracterizado pelo fato de que o anticorpo modula a interagdo entre o

polipeptideo CTGF e um cofator secretado ou de membrana, neutralizando
desse modo a atividade bioldgica.

13.  Anticorpo, de acordo com a reivindicacio 12,
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caracterizado pelo fato de que o cofator € um membro da familia de TGF-J3.

14. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 12,

caracterizado pelo fato de que o cofator é o TGF-f3 ou BMP-4.

15. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

1 a 14, caracterizado pelo fato de que o anticorpo reduz a fibrose em um

paciente.

16. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizado pelo fato de que a fibrose ocorre dentro de um tecido
selecionado do grupo que consiste de tecido epitelial, endotelial e conjuntivo.
17. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizado pelo fato de que a fibrose ocorre dentro de um Orgao

selecionado do grupo que consiste de rim, pulmao, figado, coragdo e pele.
18. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

3 a 17, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo de cadeia simples.

19. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes

3 a 18, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo quimérico.

20. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

3 a 19, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo multivalente.

21. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

3 a 20, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo monoclonal.

22. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

1 a 21, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € glicosilado ou ndo

glicosilado.
23. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

1 a 22, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € conjugado a um agente

citotdxico ou enzima.
24. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢oes

1 a 23, caracterizado pelo fato de que o anticorpo € detectavelmente rotulado.

25. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 24,
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caracterizado pelo fato de que o rétulo detectavel é uma enzima, por¢ao

fluorescente, por¢ao quimiluminescente, biotina, avidina ou radioisotopo.
26. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindica¢des

1 a 25, caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou por¢do deste, €

codificado por material genético originalmente derivado de um ser humano.

277. Anticorpo quimérico caracterizado pelo fato de que

compreende uma regido varidvel derivada de um anticorpo como definido em
qualquer uma das reivindicagoes de 1 a 25 e uma regido constante derivada de
uma outra fonte.

28. Anticorpo quimérico, de acordo com a reivindicagdo 27,

caracterizado pelo fato de que a regido constante € derivada de uma regiao

constante de uma imunoglobulina humana.

29. Composi¢ao farmacéutica caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade eficaz de um anticorpo como definido em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 28 em mistura com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

30. Composic¢ao farmacéutica, de acordo com a reivindica¢ao

29, caracterizada pelo fato de que compreende ainda um segundo agente

terapéutico
31. Uso de um anticorpo como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 18 caracterizado pelo fato de ser para a manufatura de um

medicamento para tratar ou prevenir um distirbio associado com CTGF.

32. Uso, de acordo com a reivindicacdo 31, caracterizado pelo

fato de que o distirbio € angiogénese ou cancer.

33. Uso, de acordo com a reivindica¢do 32, caracterizado pelo
fato de que dito cancer inclui leucemia linfoblastica aguda, dermatofibromas,
cancer de mama, desmoplasia de carcinoma de mama, angiolipoma,
angioleimioma, cancer desmoplastico, cancer de prostata, cancer ovariano,

cancer colorretal, cancer pancredtico, cancer gastrointestinal, ou cancer
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hepatico.

34. Uso, de acordo com a reivindica¢do 31, caracterizado pelo

fato de que o distirbio € um distdrbio fibrético.

35. Uso, de acordo com a reivindica¢do 34, caracterizado pelo

fato de que o distirbio fibrético € fibrose pulmonar idiopética, nefropatia
diabética, retinopatia diabética, osteoartrite, escleroderma, insuficiéncia

cardiaca cronica, ou figado cirrético

36. Par de polinucleotideos caracterizado pelo fato de que
compreende uma primeira sequéncia de polinucleotideos selecionada do
grupo que consiste de:

(a) uma sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID NO: 13; e

(b) uma sequéncia de polinucleotideo do nucleotideo 1 ao
nucleotideo 501 da SEQ ID NO: 13;

e uma segunda sequéncia de polinucleotideos selecionada do
grupo consistindo de:

(a’) uma sequéncia de polinucleotideo de SEQ ID NO: 19; e

(b’) uma sequéncia de polinucleotideo do nucleotideo 1 ao

nucleotideo 408 da SEQ ID NO: 19.

37. Par de polinucleotideos recombinantes caracterizado pelo
fato de que compreende um primeiro nucleotideo recombinante
compreendendo a primeira sequéncia de polinucleotideos como definida na
reivindicacdo 36 operavelmente ligada a uma sequéncia vetorial que contém
sequéncias de controle transcricional e de replicacdo; € um segundo
nucleotideo recombinante compreendendo a segunda sequéncia de
polinucleotideos como definida na reivindicacdo 36 operavelmente ligada a
uma sequéncia vetorial que contém sequéncias de controle transcricional e de
replicagdo.

38. Polinucleotideo recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 37, caracterizado pelo fato de que o primeiro polinucleotideo
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codifica a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 14 e o segundo
polinucleotideo codifica a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 20.
39. Polinucleotideo recombinante, de acordo com a

reivindicacdo 38, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo

S  compreende a sequéncia de polinucleotideo da SEQ ID NO: 13 ou a
sequéncia de polinucleotideo da SEQ ID NO: 19.

40. Microrganismo caracterizado pelo fato de que ¢€

transfectado com o polinucleotideo recombinante como definido na
reivindicagao 39.

10 41. Microrganismo caracterizado pelo fato de que compreende

uma célula co-transfectada com um polinucleotideo que codifica a sequencia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 14 e um polinucleotideo que codifica a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 20, e que produz um anticorpo

funcional que se liga aos aminoacidos 143 a 154 da SEQ ID NO: 2.
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