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DESCRICAO

“Membros de ligacéo especifica para o factor beta de crescimento de

transformacédo humano; materiais e métodos”

O presente invento refere-se a membros de ligacdo especifica para o
factor beta de crescimento de transformacdo (TGF-B) humano e a materiais e
métodos relacionados. Em particular, refere-se a membros de ligacdo especifica
que compreendem dominios de ligacdo de anticorpos humanos. Podem-se isolar
e utilizar anticorpos humanos contra o TGF-B humano no tratamento de
doencas, em particular na doenca fibrética e também em doencas
imunitarias/inflamatdrias. Esta descrito o isolamento de auto-anticorpos préprios
a partir de repertérios de segmentos de anticorpos apresentados em fagos (A.D.
Griffiths et al.,, EMBO J., 12, 725-734, 1993; A. Nissim et al., EMBO J., 13,
692-698, 1994; A.D. Griffiths et al., 13, 3245-3260, 1994; C. Barbas et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 10003-10007 1993; W093/11236). No
entanto, o presente invento proporciona anticorpos especificos contra uma
isoforma particular do TGF-B, anticorpos estes que tém propriedades

inesperadas e vantajosas.

O TGF-B é uma citéquina que se sabe estar envolvida em muitos
processos celulares, tais como a proliferacdo e a diferenciacido celulares, o
desenvolvimento embrionédrio, a formagdo da matriz extracelular, o
desenvolvimento dos ossos, a cura de feridas, a hematopoiese e respostas
imunitérias e inflamatérias (A.B. Roberts M. Sporn 1990 pp419-472 em
Handbook of Experimental Pharmacology, eds. M.B. Sporn & A.B. Roberts,
Springer Heidelberg; J. Massague et al., Annual Rev. Cell Biol. 6, 597-646,
1990).

A acumulacdo de matriz extracelular excessiva estd associada a varias
doencas fibréticas. Existe, assim, a necessidade de controlar agentes como o
TGF-B1 e o TGF-B2, de modo a impedir os seus efeitos prejudiciais nestas
doencas e esta constitui uma aplicacdo dos anticorpos humanos contra o TGF-p

humano.
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A modulacdo de respostas imunitarias e inflamatérias pelos TGF-beta
inclui (i) inibicdo da proliferacdo de todos os subconjuntos de células T (ii)
efeitos inibidores na proliferacdo e funcdo dos linfocitos B (i) regulacdo, no
sentido da diminuicdo, da actividade de células assassinas naturais e da
resposta de células T (iv) regulacdo da producdo de citéquinas por células
imunitarias (v} regulacdo da funcdo de macréfagos e {vi) recrutamento e

activacao de leucécitos.

Uma outra aplicagdo dos anticorpos contra o TGF-B pode ser no
tratamento de doencas imunitérias/inflamatérias, como a artrite reumatdide, em

que é necessario controlar estas funcoes.

Constitui um objectivo premente isolar um fragmento de anticorpo
especifico para o TFGB da mesma espécie. Os animais ndo produzem
normalmente anticorpos para antigénios préprios, um fenémeno designado por
tolerdncia (G.J. Nossal, Science, 245, 147-153, 1989). Em geral, a vacinacio
com um antigénio préprio nédo resulta na producdo de anticorpos circulantes. E,
portanto, dificil produzir anticorpos humanos contra antigénios préprios de
humanos. Existem também, adicionalmente, problemas éticos na vacinacdo de
humanos. Em relacdo & criacdo de anticorpos ndo humanos especificos para o
TGF-B existem varios problemas. O TGF-p é uma molécula imunossupressora e,
além disso, hd uma grande conservacdo de sequéncias entre as moléculas de
TGF-p humano e de ratinho. Os TGF-1 humano e de ratinho diferem apenas
num residuo de aminoacido, uma alteracdo de alanina (humano), para serina
{ratinho) num residuo encoberto (R. Derynck et al., J. Biol. Chem., 261, 4377-
4379, 1986). Os TGF-B2 humano e de ratinho apenas diferem em trés residuos;
residuo 59 (T ratinho, S humano); residuo 60 (K ratinho, R humano) e residuo
94 (N ratinho, K humano). Isto torna dificil criar anticorpos em ratinhos contra o
TGF-f humano. Além disso, qualquer anticorpo criado poderd ser dirigido

apenas contra um conjunto restrito de epitopos.

Foram criados anticorpos policlonais que se ligam ao TGF-B1 humano e
ao TGF-B2 humano, tanto contra epitopos neutralizantes, como contra epitopos

ndo neutralizantes, no coelho (Danielpour et al., Growth Factors, 2 61-71,
1989; A. Roberts et al., Growth Factors, 3, 277-286, 1990), galinha (R&D
Systems, Minneapolis) e peru (Danielpour et al., .J. Cell Physiol., 138, 76-86,
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1989). Também se utilizaram péptidos que representam sequéncias parciais de
TGF-p como imunogénios, para produzir anti-soros policlonais neutralizantes em
coelhos (W.A. Border et al, Nature 346, 371-374, 1990; K.C. Flanders,
Biochemistry 27, 739-746, 1988; K.C. Flanders et al., Growth Factors 3, 45-
52, 1990). Além disso, t&ém havido poucas descricoes do isolamento de
monoclonais de ratinho contra o TGF-B. Apds a imunizacdo com TGF-f2 de
bovino (idéntico ao TGF-B2 humano), isolaram-se trés anticorpos monoclonais,
ndo neutralizantes, que sado especificos para o TGF-f2 e um anticorpo
neutralizante: que é especifico para TGF-1 e TGF-p2 (J.R. Dasch et al., J.
Immunol., 142, 1536-1541, 1989). Noutra descricdo, isolaram-se anticorpos
neutralizantes, apds imunizacdo com TGF-f1 humano, os quais ou eram
especificos para TGF-B1, ou tinham uma reaccédo cruzada com TGF-$1, TGF-B2,
e TGF-B3 (C. Lucas et al., J. Immunol. 145, 1415-1422, 1990). Pode-se
adquirir comercialmente um anticorpo monoclonal neutralizante de ratinho, que

se liga a ambas as isoformas TGF-f2 e TGF-$3, da Genzyme Diagnostics.

O presente texto descreve o primeiro isolamento de anticorpos humanos
dirigidos contra o TGF-B1 humano e contra o TGF-B2 humano. Esta disponivel
um anticorpo monocilonal de ratinho dirigido contra o TGF-f1 humano, da R&D
Systems. Este anticorpo neutraliza apenas fracamente o TGF-B1, num ensaio de
neutralizacdo. Também se geraram anticorpos monoclonais de ratinho,
neutralizantes, a partir de ratinhos imunizados com péptidos de TGF-B1
humanos, que compreendem as posicdoes de aminoacidos 48 a 60 (anticorpo
reactivo com TGF-B1, TGF-f e TGF-B3) e os aminoacidos das posicées 86-101
{anticorpo especifico para TGF-B1 ; M. Hoefer & F.A. Anderer, Cancer Immunol.
Immunother. 41, 302-308, 1995).

A tecnologia de anticorpos em fagos (W092/01047; PCT/GB92/00883;
PCT/GB92/01755; W0O93/11236) oferece a possibilidade de isolar directamente
anticorpos humanos contra o TGF-B humano. No pedido W093/11236 esta

descrito o isolamento de auto-anticorpos préprios a partir de bibliotecas de
exibicio em fagos e foi sugerido que os anticorpos especificos para TGF-p

podem ser isolados a partir de bibliotecas de exibicao em fagos.

O presente pedido mostra que se podem isolar anticorpos com diferentes
especificidades para moléculas de TGF-p. O TGF-p1, o TGF-B2 e o TGF-33 sédo
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um grupo de citdquinas estreitamente relacionadas. So dimeros que consistem
em 112 mondémeros de aminoacidos, ligados por meio de uma ponte de
dissulfureto inter-cadeias. O TGF-p1 difere do IGF-B2 em 27 alteragoes,
essencialmente conservativas, e do TGF-f3 em 22 alteracdes, essencialmente
conservativas. Estas diferencas foram relacionadas com a estrutura 3D (M.
Schlunegger & M.G. Grutter, Nature 358, 430-434, 1992). Os requerentes
isolaram anticorpos que sdo essencialmente especificos para o TGF-f1
(reactividade cruzada com o TGF-B2 muito baixa); anticorpos que s&o
essencialmente especificos para TGF-B2 (reactividade cruzada com TGF-B1
muito baixa); e anticorpos que se ligam tanto a TGF-f1, como a TGF-f2. Assim,
estes trés tipos diferentes de anticorpos, cada tipo com especificidades de
ligacdo distintas, deverdo reconhecer epitopos diferentes nas moléculas de
TGF-B. Estes anticorpos tém uma reactividade cruzada com TGF-$3 baixa, tal
como determinado por estudos de ligagdo utilizando ensaios com biossensores
(e.g. BIACore™), ELISA e ensaios com radiorreceptores. O anticorpo estudado
de forma mais ampla, o 1gG4 6B1, mostra uma reactividade cruzada de 9%
com o TGF-B3, em comparacdo com o TGF-B2, tal como determinado pelas
suas constantes de dissociagdo relativas, determinadas utilizando um

biossensor.

As isoformas de TGF-B sdo inicialmente exportadas das células como
formas inactivas, latentes (R. Pircher et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
136, 30-37, 1986; L.M. Wakefield et al., Growth Factors, 1, 203-218, 1989).
Estas formas inactivas sdo activadas por proteases no plasma, para gerar a
forma activa do TGF-B. E esta forma activa de TGF-2 que se liga aos
receptores, promovendo a deposicdo de matriz extracelular e os outros efeitos
biolégicos do TGF-B. A forma activa de TGF-B representa uma proporgao
relativamente baixa do TGF-p que ha no plasma. Assim, para que um anticorpo
neutralizante contra TGF-B seja mais eficaz na prevencéo da fibrose, o anticorpo
devera reconhecer a forma activa, mas ndo a forma latente. No Exemplo 6,
demonstra-se que ha um anticorpo ("IlgG4 6B1") que reconhece a forma activa,
mas ndo a latente, de TGF-B2.

O epitopo de 1gG4 6B1 foi identificado utilizando uma combinacdo de
bibliotecas de exibicdo de péptidos e estudos de inibicdo, utilizando péptidos da
regido de TGF-p2 identificados a partir do fago seleccionado a partir da
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biblioteca de exibicdo de péptidos em fagos. Isto esta descrito nos Exemplos 11
e 14. A sequéncia identificada a partir da biblioteca de péptidos é RVLSL e
representa os aminoacidos 60 a 64 de TGF-p2 (Exemplo 11). Também se
verificou que o anticorpo IgG4 6B1 se liga a um péptido que corresponde aos
aminoécidos 56 a 69 de TGF-B2 (TQHSRVLSLYNTIN) com uma extensdo de
trés aminoéacidos (CGG) no terminal N. O RVLSL é o epitopo minimo, é provavel
que o 1gG4 6B1 se ligue a mais aminodacidos adjacentes. De facto, se o epitopo
for tridimensional, poderdo existir outras sequéncias n3o contiguas as quais o
anticorpo se ird ligar. O 1IgG4 6B1 mostra uma ligacdo muito mais fraca ao
péptido que corresponde aos aminoadcidos 56 a 69 de TGF-B1
(CGG-TQYSKV-LSLYNQHN).

Os resultados do Exemplo 14 suportam a hip6tese de atribuir o epitopo
de 1gG4 6B1 no TGF-B2 aos aminoacidos na regido dos residuos 60 a 64. O
péptido utilizado neste exemplo, residuos 56 a 69, corresponde aos
aminoécidos da hélice alfa H3 (M.P. Schlunegger & M.G. Grutter, Nature, 358
430-434, 1992; também conhecida como hélice a3 (S. Daopin et al.,
Proteins:Structure, Function and Genetics, 17 176-192, 1993). O TGF-B2
forma um dimero cabega-para-cauda com a hélice alfa H3 (também referido
como calcanhar) de uma subunidade formando uma interface com regiGes
"finger" (incluindo os residuos 24 a 37 e os residuos na regido dos aminoacidos
91 a 9b; também referidos como "finger" 1 e 2) de outra subunidade (S.
Daopin et al., supra). Foi proposto que as caracteristicas estruturais essenciais
que interagem com o receptor de TGF-B2, consistem nos aminoacidos da
extremidade do terminal C da hélice alfa H3 de uma cadeia, juntamente com os
residuos dos "finger" 1 e 2 da outra cadeia (D.L. Griffith et al., Proc. Natl.
Acad. Sci, USA, 93 878-883, 1996). A identificacdo de um epitopo para
1gG4 6B1 na hélice alfa H3 de TGF-B2 é consistente com o facto de o IgG4 6B1

impedir a ligacdo do receptor e neutralizar a actividade bioldgica de TGF-p2.

Como referido acima, se o epitopo para IgG4 6B1 for tridimensional,
poderdo haver outros aminoacidos ndo contiguos aos quais o anticorpo se
podera ligar.

Ha evidéncias anteriores que apontam no sentido de os anticorpos
dirigidos contra esta regido do TGF-B2 poderem ser especificos para o TGF-B2 e
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neutralizar a sua actividade. Flanders et al., (Development, 113 183-191,
1991) demonstraram que se podem criar anti-soros policlonais em coelhos,
contra os residuos 50 a 75 do TGF-p2 maduro e que estes anticorpos
reconhecem o TGF-B2 mas ndo o TGF-B1, em andlise de transferéncia de
Western. Num artigo anterior, K.C. Flanders et al., (Biochemistry 27 739-746,
1988) demonstraram que os anti-soros policlonais produzidos em coelhos
contra os aminoacidos 50 a 75 de TGF-B1 podiam neutralizar a actividade
biolégica de TGF-B1. O anticorpo isolado neste pedido, o 1gG4 6B1, é um
anticorpo humano dirigido contra os aminoécidos nesta regiao, que neutraliza a
actividade biolégica do TGF-p2 humano. E surpreendente que este anticorpo
neutralizante contra TGF-B2 possa ser isolado em humanos (nos quais a
imunizacdo com um péptido ndo pode ser utilizada por razdes éticas)
directamente a partir de um repertério de exibicdo de anticorpos em fagos.

O conhecimento de que os residuos da hélice alfa H3 formam um epitopo
neutralizante para TGF-B2 significa que se podem obter fagos que apresentam
anticorpos neutralizantes, por seleccdo de repertdrios de anticorpos em fagos,
ligando a um péptido desta regido acoplada a uma proteina transportadora, tal
como albumina de soro bovino ou hemocianina de lapa do género Fissurella.
Esta abordagem pode ser aplicada para seleccionar anticorpos que séo capazes
de neutralizar a actividade biolégica de TGF-p1, seleccionando o péptido
TQYSKVLSLYNQHN acoplado & proteina transportadora. E possivel que esta
abordagem se possa estender a péptidos de regides de ligacdo ao receptor de
isoformas de TGF-f, que nao a hélice alfa H3.

Os presentes inventores demonstraram também que os anticorpos
especificos para TGF-B se podem obter por isolamento a partir de bibliotecas
derivadas de diferentes fontes de genes de imunoglobulinas: de repertérios de
dominios varidveis de imunoglobulinas naturais, e.g. a partir de hospedeiros
imunizados ou ndo imunizados; e repertérios sintéticos derivados a partir de
genes V da linha germinal, combinados com CDR3 sintéticos. Descrevem-se as
propriedades destes anticorpos no formato Fv de uma sé cadeia e 1gG4
completa.

Como referido acima, em WQ093/11236 sugeria-se que 0s anticorpos

humanos dirigidos contra o TGF-B humano podiam ser isolados a partir de
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bibliotecas de exibicdo em fagos. Demonstra-se aqui que as bibliotecas de
exibicdo em fagos, a partir das quais os auto-anticorpos préprios eram isolados
na WO093/11236, podem ser utilizados como uma tonte de anticorpos
humanos, especificos para isoformas particulares de TGF-B. Por exemplo, no
exemplo 1 do presente pedido, o anticorpo 1A-E5 especifico para TGF-p1 e os
anticorpos 2A-H11 e 2A-A9 especificos para TGF-B2 foram isolados a partir da
"hiblioteca sintética" descrita nos exemplos 5 a 7 da W093/11236 e em Nissim
et al., (1994; supra). Além disso, a biblioteca de exibicdo em fagos, derivada de
linfocitos de sangue periférico (PBL) de um humano ndo imunizado (exemplos 1
a 3 da W093/11236), era a fonte de anticorpo 1B2 especifico para TGF-1. As
bibliotecas de exibicdo em fagos construidas subsequentemente, utilizando
genes de anticorpos derivados a partir de amigdalas e medula éssea humanas,
também proporcionaram fontes de anticorpos especificos para o TGF- humano.
Assim, o TGF-p humano é um exemplo de um auto-antigénio humano contra o
qual se podem isolar anticorpos a partir de "bibliotecas universais de grandes
dimensdes". Podem-se obter anticorpos humanos contra o TGF-f humano com
propriedades melhoradas por rearranjo de cadeias, por exemplo, combinando os
dominios VH de anticorpos derivados a partir de uma biblioteca com os
dominios VL de outra biblioteca, expandindo assim o conjunto de parceiros VL
testados para cada dominio VH. Por exemplo, os anticorpos 6B1, 6A5 e 6H1
especificos para TGF-2 utilizam o dominio VH de 2A-H11 isolado a partir da

"biblioteca sintética", combinado com uma cadeia leve da biblioteca de PBL.

Assim, os dominios VH e VL de anticorpos especificos para TGF- podem
ser obtidos a partir de bibliotecas de exibicdo em fagos, derivadas a partir de
genes V rearranjados, tais como os de PBL, amigdalas e medula 6ssea e a partir
de dominios V derivados a partir de segmentos V da linha germinal, clonados,
combinados com CDR sintéticos. Também se verificou existir uma outra gama
de anticorpos que sdo especificos para TGF-$1 ou TGF-$2. Os anticorpos que
foram isolados, tanto contra TGF-B1, como contra TGF-B2, utilizaram
essencialmente os genes V derivados a partir de linhas germinais de VH da
familia VH3. Utilizou-se uma maior variedade de regides varidveis de cadeia
leve, de ambos os tipos, lambda e capa.

Os anticorpos individuais que foram isolados apresentam propriedades

inesperadamente vantajosas. Por cxcmplo, vcrificou-se que os anticorpos
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dirigidos contra o TGF-B2 (6H1, 6A5 e 6B1) se ligam ao TGF-B2 com
velocidades na dissociacdo lentas (constantes de velocidade na dissociacao, k.
da ordem dos 10° s' e constantes de dissociacdo inferiores a 10°M) para
neutralizar a actividade de TGF-p2 em ensaios /n vitro e sdo potentes em
aplicacdes in vivo. Verificou-se que o anticorpo |gG4 6B1 se liga
especificamente ao TGF-B2 em imuno-histoquimica em tecidos de mamifero e
que nio reage de forma cruzada com outros antigénios em tecidos humanos. As
propriedades destes anticorpos podem torna-los particularmente adequados para
aplicacées terapéuticas. O facto destes anticorpos partilharem a mesma cadeia
pesada, mostra que os dominios VH podem ser eficazes com vdrias cadeias
leves diferentes, embora possam existir diferencas na poténcia, ou alteracdes
subtis de epitopo com cadeias leves diferentes. Como se pode ver nos
Exemplos 3 e 4 e Tabelas 4 e 5, o 1IgG4 6B1 é o anticorpo mais potente em
actividade neutralizante de TGF-B2 no ensaio com radiorreceptores e no ensaio
de proliferacdo de TF1. E expectédvel, no entanto, que as suas propriedades
sejam qualitativamente semelhantes as dos anticorpos 6A5 e 6H1, com os
quais partilha um dominio VH comum. Assim, seria de esperar que a redugéo na
cicatriz neural observada no tratamento com Fv de uma s6 cadeia 6Ab5 e IgG4
6H1, apresentada no Exemplo 5, fosse reproduzida pelo 6B1. Os anticorpos
dirigidos contra TGF-B1 (em particular o 1B2 e seus derivados) tém também
propriedades inesperadamente vantajosas. Verificou-se que o anticorpo
27C1/10A6 derivado de 1B2 por rearranjo de cadeias (“shuffle”}, "picagem”
(“spiking”) e conversdo no anticorpo IgG4 completo é potente num modelo de
cicatriz in vitro. O dominio VH deste anticorpo foi derivado por mutagénese de
"picagem" dirigida para um local, a partir do anticorpo progenitor 7A3.
Obteve-se um numero elevado de clones "picados" que apresentam
propriedades semelhantes em ensaios in vitro. Poderdo haver vérias alteracoes
no CDR3 da VH, em comparacdo com o 27C1, por exemplo, o 28A-H11 difere
em 7 das 14 posicbes, 2 das quais sédo alteragdes ndo conservativas. Assim,
poderdo haver até 50% de residuos alterados no CDR3 de VH, sem afectar as

propriedades de ligacao.

Verificou-se que os anticorpos especificos para o TGF-f1 humano e TGF-
B2 humano sdo eficazes em modelos animais para o tratamento de doengas
fibroticas e outras doencas, como a artrite reumatéide, em que o TGF-f é

sobre-expresso. Verificou-se que os anticorpos contra TGF-B sdo eficazes no
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tratamento da glomerulonefrite (W.A. Border et al., Nature 346, 371-374,
1990); cicatriz neural (A. Logan et al., Eur J. Neurosci. 6, 355-363, 1994);
cicatriz dérmica (M. Shah et al., Lancet 339, 213-214 1992; M. Shah et a/., J.
Cell Science 107, 1137-1157, 1994; M. Shah et a/., 108, 985-1002, 1995);
fibrose pulmonar {S. N. Giri et al., Thorax 48, 959-966, 1993); lesdo arterial
(Y.G. Wolf, L.M. Rasmussen & E. Ruoslahti J. Clin. Invest. 93, 1172-1178,
1994) e artrite reumatdide (Wabhl et al., J. Exp. Medicine 177, 225-230, 1993).
Foi sugerido que o TGF-B3 actua de forma antagénica ao TGF-B1 e TGF-B2 na
cicatriz dérmica (M. Shah et al, 1995, supra). Deste modo, os anticorpos
contra TGF-B1 ou TGF-B2 com reactividade cruzada baixa, aparente, com
TGF-B3, tal como determinado por estudos de ligacdo utilizando um ensaio com
biossensores (e.g. BIACore™), ELISA ou com radiorreceptores, como descrito
no presente pedido, ou seja, anticorpos que se ligam preferencialmente a
TGF-B1 ou TGF-B2, em comparagcdo com TGF-B3, deverdo ser vantajosos
nestas ou noutras condicées, como condigdes fibréticas, em que é desejavel
contrariar os efeitos de promocéo de fibrose de TGF-f1 e TGF-f2. Um anticorpo
que reage de forma cruzada forte com TGF-B3 teve, no entanto, efeito num

modelo animal de artrite reumatoéide (Wahl et a/., 1993, supra).

E provavel que haja outras aplicacbes além das condicdes acima
mencionadas, uma vez que ha outros modelos de doencas in vitro, em que se
verificou que os anticorpos contra o TGF-f tém uma eficacia terapéutica
promissora. De importancia particular poderd ser a utilizacdo de anticorpos
contra TGF-B no tratamento de doencas dos olhos que envolvem fibrose ocular,
incluindo a retinopatia proliferativa (R.A. Pena et al, (ref. a seguir),
descolamento da retina e pds-cirurgia de drenagem de glaucoma (P.T. Khaw et
al., Eye 8 188-195, 1994). Connor et al., (J. Clin. Invest. 83 1661-1666,
1989) mostraram que estavam presentes niveis muito maiores de TGF-$2 em
aspirados vitreos de pacientes com fibrose intra-ocular associada a retinopatia
proliferativa, em comparacdo com pacientes com descolamento de retina sem
complicacées, sem fibrose ocular, e que a actividade biolégica deste TGF-f2
podia ser neutralizada com anticorpos dirigidos contra TGF-B2. Além disso,
Pena et al., (Invest. Ophthalmology. Vis. Sci. 35:2804-2808, 1994) mostraram
que os anticorpos contra TGF-B2 inibem a contraccdo do colagénio estimulada

pelo TGF-B2. A contracgdo do gel vitreo pelos fibroblastos e outros tipos de
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células tem um papel critico no processo da doenca de retinopatia proliferativa,
um processo que se pensa ser mediado pelo TGF-B2.

Existem outras evidéncias que apontam no sentido de o TGF-B2 ser a
isoforma de TGF-B mais importante que promove a fibrose intra-ocular.
Verificou-se que o TGF-B2 é a isoforma de TGF-$ predominante na retina neural,
no pigmento retinal do epitélio cordide e vitreo do olho humano (Pfeffer et al,
Exp. Eye Res. 59:323-333, 1994) e que se encontra no humor aquoso humano
em olhos submetidos a extraccdo de cataratas com implantacdo de lentes intra-
oculares (Jampel et al., Current Eye Research 9:963-969, 1990). As células
epiteliais do pigmento retinal humano, n&o transformadas, segregam
predominantemente TGF-B2 (Kvanta Opthalmic Res. 26:361-367, 1994).

Outras doencas que tém potencial para o tratamento com anticorpos
contra TGF-B incluem sindrome da dificuldade respiratéria do adulto, cirrose do
figado, pés-enfarte do miocardio, pés-estenose recidiva angioplastica, cicatrizes
queldides e esclerodermia. O nivel aumentado de expressdo de TGF-B2 na
osteoporose (Erlenbacher et al., J. Cell Biol. 132:195-210, 1996) significa que
esta é uma doenca potencialmente tratavel por anticorpos dirigidos contra o
TGF-B2.

A utilizacdo de anticorpos contra TGF-p para o tratamento de doencas
tem sido objecto de pedidos de patente para doencas fibréticas (W091/04748);
cicatriz dérmica (W092/17206); doencas de deficiéencia de macréfagos
(PCT/US93/00998); infeccdes patogénicas de macréfagos (PCT/US93/02017);
cicatriz neural (PCT/US93/03068); desordens vasculares (PCT/US93/03795);
prevencdo de cataratas (W095/13827). Os anticorpos humanos contra o TGF-B

humano descritos neste pedido deverdo ser valiosos nestas condi¢des.

Demonstra-se aqui que os anticorpos humanos, quer contra o TGF-B1
humano, quer contra o TGF-B2 humano podem ser eficazes no tratamento de
fibrose em modelos animais de cicatriz neural e glomerulonefrite, quer no
formato de Fv de uma sé cadeia, quer no formato de anticorpo completo. Esta
constitui a primeira descrigdo da eficacia de anticorpos dirigidos apenas contra
TGF-B2, como tratamento Unico nestas indicagdes, embora se tenha observado

alguma efic4cia de anticorpos apenas conlra TGF-p2 num modelo de fibrose
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pulmonar (Giri et al, Thorax 48, 959-966, 1993, supra). A eficacia dos
anticorpos humanos contra o TGF- humano no tratamento da doenca fibrética
foi determinado medindo um decréscimo na acumulacdo de componentes da

matriz extracelular, incluindo fibronectina e laminina em modelos animais.

A evidéncia da eficacia dos anticorpos contra TGF-B2 e TGF-B1 aqui
descrita na prevencdo da cicatriz neural na experiéncia no modelo animal
significa que estes anticorpos s@o provavelmente eficazes noutros estados de
doenca mediados pelo TGF-B. Para comparacéo, verificou-se que anti-soros
isolados de peru, dirigidos contra isoformas de TGF-B, por Danielpour et al.,
(Cell Physiol. 138:79-86, 1989) sao eficazes na prevencao da cicatriz dérmica
(Shah et al., J. Cell Science 108:985-1002, 1995), cicatriz neural (Logan et al.,
supra) e experiéncias /in vitro relacionadas com a retinopatia proliferativa

(Connor et al., supra).

TERMINOLOGIA

Membro de ligacdo especifica

Esta expressdo descreve um membro de um par de moléculas que tém
especificidade de ligacdo uma para a outra. Os membros de um par de ligagéo
especifica podem derivar de fontes naturais, ou ser total, ou parcialmente,
produzidos de forma sintética. Um dos membros do par de moléculas tem uma
area na sua superficie, ou uma cavidade, que se liga especificamente, e é
portanto complementar, a uma organizagao espacial e polar particular, do outro
membro do par de moléculas. Assim, os membros do par tém a propriedade de
se ligar especificamente um ao outro. Exemplos de tipos de pares de ligacdo
especifica sdo antigénio-anticorpo, biotina-avidina, hormona-receptor de
hormona, receptor-ligando, enzima-substrato. Este pedido refere-se as reaccoes

do tipo antigénio-anticorpo.
Anticorpo
Este termo descreve uma imunoglobulina quer natural, quer produzida

total ou parcialmente de forma sintética. O termo também inclui qualquer
polipéptido ou proteina com um dominio de ligacdo que €, ou é homoélogo a, um
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dominio de ligacdo de anticorpo. Estes podem derivar de fontes naturais, ou
podem ser parcial ou totalmente produzidos de forma sintética. Exemplos de
anticorpos sdo os isotipos de imunoglobulinas e as sua subclasses isotipicas;
fragmentos que compreendem um dominio de ligacdo a antigénio, como Fab,
scFv, Fv, dAb, Fd e "diacorpos” ("diabody").

E possivel tomar anticorpos monoclonais e outros anticorpos e utilizar
técnicas de tecnologia de ADN recombinante para produzir outros anticorpos,
ou moléculas quiméricas que retém a especificidade do anticorpo original. Estas
técnicas poderdo envolver a introducdo de ADN que codifica para a regido
varidvel da imunoglobulina, ou regides determinantes de complementaridade
(CDR) de um anticorpo, nas regides constantes ou regides constantes mais
regibes de estrutura de uma imunoglobulina diferente. Veja-se, por exemplo
EP-A-184187, GB2188638A ou EP-A-239400. Um hibridoma, ou outra célula
que produz um anticorpo podem ser submetidos a mutacdo genética, ou outras
alteractes, que podem ou néo alterar a especificidade de ligacdo dos anticorpos

produzidos.

Uma vez que os anticorpos podem ser modificados de vérias maneiras, o
termo "anticorpo"” devera ser entendido como abrangendo qualquer membro ou
substancia de ligacdo especifica, possuindo um dominio de ligagdo com a
especificidade necessaria. Assim, este termo inclui fragmentos de anticorpo,
derivados, equivalentes funcionais e homédlogos de anticorpos, incluindo
qualquer polipéptido que compreenda um dominio de ligacdo de imunoglobulina,
quer natural, quer total ou parcialmente sintético. Incluem-se, portanto, as
moléculas quiméricas que compreendem um dominio de ligagdo de
imunoglobulina, ou equivalente, fundidas com outro polipéptido. A clonagem e
expressdo de anticorpos quiméricos sdo descritas em EP-A-0120694 e EP-A-
0125023.

Verificou-se que fragmentos de um anticorpo completo podem realizar a
funcdo dc antigénios de ligagdo. Exemplos de fragmentos de ligagdo sédo (i) o
fragmento Fab que consiste nos dominios VL, VH, CL e CH1; (ii} o fragmento
Fd que consiste nos dominios VH e CH1; (iii) o fragmento Fv que consiste nos
dominios VL e VH ou um dnico anticorpo; (iv) o fragmento dAb (Ward, E.S. et
al.,, Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste num dominio VH; (v) regiGes
CDR isoladas; (vi) fragmentos F(ab')2, um fragmento bivalente que compreende
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dois fragmentos Fab ligados (vii) moléculas Fv de uma sé cadeia (scv), em que
um dominio VH e um dominio VL estdo ligados por um ligante peptidico, que
permite que os dois dominios se associem para formar um local de ligagédo a
antigénio (Bird et al., Science 242, 423-426, 1988; Huston et al., PNAS USA,
85, 5879-5883, 1988); (vii} dimeros Fv de uma sé cadeia biespecificos
(PCT/US92/09965) e lix) “"diacorpos”, fragmentos multivalentes ou
multiespecificos construidos por fusdo de genes (W094/13804; P. Holliger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 6444-6448, 1993).

Os "diacorpos" sdo multimeros de polipéptidos, em que cada polipéptido
compreende um primeiro dominio que compreende uma regido -de ligagdo de
uma cadeia leve de imunoglobulina e um segundo dominio, que compreende
uma regido de ligacdo de uma cadeia pesada de imunoglobulina, estando os
dois dominios ligados (e.g. por um ligante peptidico), mas incapazes de se
associar um com o outro para formar um local de ligacdo a um antigénio: os
locais de ligacdo ao antigénio sdo formados por associacdo do primeiro dominio
de um polipéptido do multimero, com o segundo dominio de outro polipéptido
dentro do multimero (W094/13804).

Quando se pretende utilizar anticorpos biespecificos, estes podem ser
anticorpos biespecificos convencionais, que podem ser produzidos de uma
variedade de modos (Holliger, P. e Winter G., Current Opinion Biotechnol,. 4,
446-449 (1993)), e.g. preparados quimicamente, ou a partir de hibridomas
hibridos, ou podem ser quaisquer dos fragmentos de anticorpos biespecificos
acima mencionados. Podera ser preferivel utilizar dimeros de scFv ou
"diacorpos” em vez de anticorpos completos. Os "diacorpos” e os scFv podem
ser construidos sem uma regido Fc, utilizando apenas dominios variaveis,
reduzindo potencialmente os efeitos de reaccédo anti-idiotipica. Outras formas de
anticorpos biespecificos incluem os "Janusins” de uma s6 cadeia descritos em
Traunecker et al., Embo Journal, 10, 3655-3659, {(1991).

Os "diacorpos" biespecificos, ao conuério dos anticorpos completos
biespecificos, poderdo ser também particularmente Uteis, uma vez que podem
ser facilmente construidos e expressos em E. coli. Podem-se seleccionar
facilmente "diacorpos" (e muitos outros polipéptidos, tais como fragmentos de
anticorpo) com especificidades de ligacdo adequadas, utilizando exibicdo em
fagos (W094/13804) em bibliotecas. Se um dos bracos de um "diacorpo” deve
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ser mantido constante, por exemplo com uma especificidade dirigida contra um
antigénio X, entdo pode-se construir uma biblioteca em que o outro braco varia,
seleccionando-se um anticorpo com a especificidade adequada.

Dominio de ligacdo ao antigénio

Esta expressdo descreve a parte de um anticorpo que compreende a éarea
que se liga especificamente, e é complementar a parte, ou a totalidade de um
antigénio. Quando o antigénio é grande, um anticorpo s6 se pode ligar a uma
parte particular do antigénio a qual se designa por epitopo. Um dominio de
ligacdo a um antigénio pode ser constituido por um ou mais dominios variaveis
de anticorpo. De preferéncia, um dominio de ligacédo ao antigénio compreende
uma regido variavel de cadeia leve de um anticorpo (VL) e uma regido variavel

de cadeia pesada de um anticorpo (VH)
Especifico

Este termo pode ser utilizado para referir a situagdo em que um membro
de um par de ligacdo especifica ndo apresenta nenhuma ligagdo significativa a
outras moléculas, além do(s) seu(s) parceiro(s) de ligacdo especifica. O termo
também ¢é aplicavel ao caso em que, e.g., um dominio de ligagéo ao antigénio é
especifico para um epitopo particular, que € transportado por varios antigénios,
caso em que o membro de ligacdo especifica que transporta o dominio de
ligagdo ao antigénio sera capaz de se ligar a varios antigénios que transportam o

epitopo.
Neutralizacéo

Este termo refere-se a situacdo em que a ligacdo de uma molécula a outra
molécula resulta na anulacdo ou inibicdo da funcdo bioldgica efectora da outra

molécula.

Pode-se obter uma variante, um derivado ou um mutante de um anticorpo
por modificacdo da molécula progenitora, por adigdo, dele¢do, substituicdo ou
insercdo de um ou mais aminoacidos, ou por ligagdo de outra molécula. Estas
alteracdes podem ser realizadas ao nivel do nucleétido ou da proteina. Por
exemplo, o polipéptido codificado pode ser um fragmento Fab que é entao
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ligado a uma cauda Fc de outra fonte. Alternativamente, pode-se ligar um

marcador, como uma enzima, fluoresceina, etc.

Compreender

Este termo é geralmente utilizado no sentido de incluir, isto é permitir a

presenca de uma ou mais caracteristicas ou componentes.

O presente invento proporciona; de um modo geral, um membro de
ligacdo especifica que compreende um dominio de ligacdo ao antigénio de um
anticorpo humano. Mais - particularmente, proporciona um membro de ligagcéo
especifica para o TGF-B1 humano.

O presente invento proporciona um membro de ligacdo especifica, que
compreende um dominio de ligacdo ao antigénio de um anticorpo humano,
especifico para TGF-B1, e que tem uma reactividade cruzada baixa com o
TGF-B3. A reactividade cruzada pode ser determinada utilizando qualquer um
dos ensaios seguintes: com biossensores (e.g. BIACore™)}, ELISA e com
radiorreceptores. O presente invento proporciona um membro de ligagédo
especifica que compreende um dominio de ligacdo ao antigénio, de um
anticorpo  humano, especifico para o TGF-f1 humano, que se liga

preferencialmente a estas isoformas, em comparacdo com TGF-B3.

O membro de ligacdo especifica pode ser na forma de um fragmento de
anticorpo como um Fv de uma s6 cadeia (scFv). Podem-se também utilizar
outros tipos de fragmentos de anticorpo, como Fab, Fab', F(ab'),, Fabc, Facb
ou um "diacorpo”" (G.Winter & C. Milstein Nature 349, 293-299, 1991;
W094/13804). O membro de ligacdo especifica pode existir na forma de um
anticorpo completo. O anticorpo completo pode existir em qualquer das formas
de isotipos de anticorpo, e.g. 1gG, IgA, IgE e IgM e qualquer das formas das
subclasses dos isotipos, 19G1 ou IgG4.

O membro de ligacdo especifica pode ser também na forma de um
anticorpo manipulado, e.g. moléculas de anticorpo biespecificas (ou fragmentos
como F(ab'),), que tém um brago de ligacdo a um antigénio (i.e. um dominio de
ligacdo especifica) contra o TGF-B e outro braco contra uma especificidade
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diferente. De facto, os membros de ligacdo especifica dirigidos contra o TGF-f1
e/ou o TGF-B2 aqui descritos podem ser combinados num formato de
"diacorpo” biespecifico. Por exemplo, os anticorpos 31G9 dirigido contra o
TGF-B1 e 6H1 dirigido contra o TGF-82 podem ser combinados para originar

uma molécula dimérica Unica, com ambas as especificidades.

O dominio de ligacido pode compreender parte ou todo um dominio VH
codificado por um segmento de gene da linha germinal, ou um segmento de
gene rearranjado. O dominio de ligagdo pode compreender parte ou a totalidade
quer de um dominio VL capa, quer de um dominio VL lambda.

O dominio de ligacdo pode ser codificado por uma forma alterada ou
variante de um gene de uma linha germinal, com uma ou mais alteracdes de
nucleétidos (adicdo, delecao, substituicdo e/ou insergao), e.g. cerca de, ou
menos de 25, 20, 15, 10 ou 5 alteracdes, 4, 3, 2, ou 1, que podem ser numa

ou mais estruturas e/ou CDR.

O dominio de ligacdo pode compreender uma sequéncia de gene VH3 de
uma das seguintes linhas germinais; a linha germinal DP49; a linha germinal
DP53; a linha germinal DP50; a linha germinal DP46, ou uma forma sua

derivada rearranjada.

Um dominio VH preferido para os membros de ligacao especifica
anti-TGF-B2 de acordo com o presente invento é o VH de 6H1, cuja sequéncia é

apresentada na Figura 2(a) {i). O 6H1 pode ser emparelhado com uma variedade
de dominios VL, como aqui exemplificado. Podem-se utilizar variantes da

sequéncia de aminoacidos de VH de 6H1.

O membro de ligacdo especifica neutraliza o efeito de TGF-B1 in vitro

e/ou in vivo.

O membro de ligacdo especifica pode ser um anticorpo de afinidade

elevada. As afinidades preferidas sdo discutidas mais a frente.

O dominio de ligacao pode compreender um dominio VH possuindo uma

sequéncia de aminoacidos como apresentada na Fig 1(a)(i) ou (ii) ou Fig 1(c){i).
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O dominio de ligacdo pode compreender um dominio VH codificado por
uma sequéncia de nucleétidos como apresentada na Fig 1(a){i) ou (ii) ou Fig
T{cHi).

O dominio de ligacao pode compreender um dominio VL, com uma
sequéncia de aminodacidos como apresentada na Fig 1(a){iii) ou Fig 1(b).

O dominio de ligacdo pode compreender um dominio VL codificado por
uma sequéncia de nucledtidos como apresentada na Fig 1(a){iii) ou Fig 1(b).

O dominio de ligacdo pode compreender parte ou todo um dominio VH,
possuindo uma forma variante dos aminoacidos da Fig 1{a){i), sendo a forma

variante uma das apresentadas na Fig. 3.

O membro de ligacdo especifica pode ser na forma de scFv.

O dominio de ligacdo a um antigénio, de um anticorpo humano, pode
compreender um ou mais CDR (regides determinantes de complementaridade),
com uma sequéncia de aminoéacidos apresentada em quaisquer das Figuras.
Numa concretizacao preferida, o dominio de ligagdo compreende um ou mais
dos CDR, CDR1, CDR2, e/ou CDR3 apresentados nas Figuras. Numa
concretizagdo preferida, o dominio de ligacdo compreende uma sequéncia CDR3
de VH como apresentada. O membro de ligacdo especifica pode compreender
toda, ou uma parte das regides de estrutura apresentadas, que flanqueiam e
estdo entre os CDR, nas Figuras, ou diferentes regides de estrutura, incluindo
versdées modificadas das apresentadas.

O designado "enxerto de CDR", em que uma ou mais sequéncias de CDR
de um primeiro anticorpo sao colocadas numa estrutura de sequéncias que nao

sdo desse anticorpo, e.g. de outro anticorpo, é descrito em EP-B-0239400.

Um membro de ligacédo especifica que compreende um dominio de ligacao
a antigénio, de um anticorpo humano, de acordo com a invencao, pode ser um
membro que compete para a ligacdo ao TGF-f1 humano com qualquer membro
de ligacdo especifica de acordo com quaisquer das reivindicagcdes 1 a 3. A
competicdo entre os membros de ligacdo pode ser determinada facilmente in
vitro, por exemplo, dirigindo uma molécula repoérter especifica para um membro
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de ligacdo, a qual pode ser detectada na presenca de outro(s) membro(s) de
ligagao ndo marcados, para permitir a identificacdo de membros de ligacdo
especffica que se ligam ao mesmo epitopo, ou a um epitopo sobreponivel.

Os membros de ligacéo especifica preferidos para TGF-p1 competem para
a ligacdo ao TGF-B1 com o anticorpo CS37, discutido em maior pormenor mais

a frente.

Os membros de ligacdo especifica para TGF-B2 competem para a ligacdo
ao TGF-B2 com o anticorpo 6B1 discutido em maior pormenor mais a frente.
Podem-se ligar ao epitopo RVLSL ou a um péptido que compreende a sequéncia
de aminodcidos RVLSL, particularmente a um péptido que adopta uma
conformacédo de hélice-o. Podem-se ligar ao péptido TQHSRVLSLYNTIN. Para
testar este facto, pode-se utilizar um péptido com esta sequéncia mais CGG no
terminal N. Os membros de ligacado especifica podem ser tais que a sua ligacdo
ao TGF-B2 é inibida por um péptido que compreende RVLSL, tal como um
péptido com a sequéncia TQHSRVLSLYNTIN. Para testar este facto, pode-se
utilizar um péptido com esta sequéncia, mais CGG no terminal N.

A sequéncia TQHSRVLSLYNTIN corresponde & hélice alfa H3 (residuos
56-69) de TGF-B2, como aqui se discute noutra secgdo. A regido equivalente no
TGF-B1 tem a sequéncia TQYSKVLSLYNQHN. Os anticorpos anti-TGF-B1 que
se ligam a esta regido sdo de interesse particular para o presente invento e
podem ser obtidos por exemplo, por prospeccdo de um péptido com esta
sequéncia (ou com CGG no terminal N) contra uma biblioteca de exibicdo em
fagos. Os membros de ligacdo especifica que se ligam ao péptido podem ser
seleccionados através da sua ligacdo e podem ser neutralizados quanto a
actividade de TGF-B1. A ligacdo destes membros de ligacdo especifica ao
TGF-B1 pode ser inibida pelo péptido TQYSKVLSLYNQHN (opcionalmente com
CGG no terminal N).

Um membro de ligagdo especifica que é especifico para TGF-B2 podera
ndo apresentar nenhuma, ou substancialmente nenhuma ligacdo a forma latente
de TGF-B2, i.e. pode ser especifico para a forma activa de TGF-B2. No

Exemplo 6 demonstra-se que o 6B1 tem esta propriedade.
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O 6B1 é particularmente adequado para utilizacdo terapéutica no
tratamento de desordens fibrdoticas, por ter as seguintes propriedades
vantajosas. O 6B1 liga-se ao TGF-f2 com uma constante de dissociacdo de
2,3 nM, na forma de uma so cadeia e de 0,89 nM na forma de anticorpo
completo, 1gG4 6B1 (Exemplo 13). O anticorpo IgG4 6B1 neutraliza a actividade
biolégica do TGF-B2 num ensaio anti-proliferacédo (ICs, 2 nM; exemplos 7 e 10)
e num ensaio com radiorreceptores (IC,, inferior a 1 nM; Tabela 6). O anticorpo
liga-se ao péptido TQHSRVLSLYNTIN (TGF-B24,4,) da hélice alfa H3 de TGF-B2
e reconhece o péptido correspondente de TGF-B1, de forma mais fraca. O 6B1
reconhece a forma activa, mas ndo a latente, de TGF-B2 (Exemplo 6),
reconhece o TGF-B2 em tecidos de mamifero por ICC e ndo se liga de forma
ndo especifica a outros tecidos humanos (Exemplo 12). O anticorpo liga-se
preferencialmente a TGF-2, em comparacdo com TGF-3, sendo a reactividade
cruzada com TGF-p3 de 9%, determinada pela razdo das constantes de

dissociacao.

Os outros anticorpos descritos neste pedido, que contém o dominio VH
de 6H1, 6H1 e 6H5, tém propriedades semelhantes. As constantes de
dissociacdo foram determinadas como sendo de 2 nM para IgG4 6B1
(Exemplo 2) e 0,7 nM para Fv de uma s6 cadeia de 6A5 (Tabela 1). O IgG4
6H1 neutraliza a actividade bioldgica de TGF-B2 com valores de IC;, de 12 a 15
nM (Exemplos 7 e 10). O 6A5 e o 6H1 inibem a ligacdo ao receptor do TGF-B2
num ensaio com radiorreceptores com valores de ICs;, de cerca de 1 nM no
formato de Fv de uma sbé cadeia e de 10 nM, ou menos, no formato de
anticorpo completo, 1gG4. Verificou-se que tanto o IgG4 6H1 como o scFv 6A5
eram eficazes na prevencdo de cicatriz neural {(Exemplo 5).

Para os anticorpos contra TGF-B1, as propriedades desejadas para que
um anticorpo seja eficaz no tratamento de doencas fibréticas sdo semelhantes.
Estes anticorpos neutralizam o TGF-B1 e tém uma constante de dissociacao
para TGF-B1 inferior a cerca de 100 nM, mais preferenciaimente, inferior a
cerca de 10 nM, mais preferencialmente inferior a cerca de 5 nM. Os anticorpos
ligam-se preferencialmente ao TGF-f1, em relacdo ao TGF-f3, tém
preferivelmente uma reactividade cruzada com o TGF-B3 inferior a cerca de
20% (tal como medido pela razao entre as constantes de dissociacdo) e mais
preterivelmente tém menos de cerca de 10% de reactividade cruzada. O
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anticorpo reconhece preferencialmente a forma activa, mas ndo a forma latente,
de TGF-B1. O anticorpo 31G9 tem uma constante de dissociacdo de 12 nM
(Tabela 5). Os anticorpos scFv CS37 e IgG4 27C1/10A6 apresentam valores de
ICso, NUM ensaio com radiorreceptores, de 8 nM e 9 nM, respectivamente,
indicando uma constante de dissociacdo na gama nanomolar inferior.
Verificou-se que o 1IgG4 27C1/10A6 é eficaz num modelo de cicatriz neural. A
reactividade cruzada de anticorpos da linha de 1B2 com o TGF-$3 é muito baixa

(Exemplo 9).

Para além de uma sequéncia de anticorpo, o membro de ligacdo
especifica pode compreender outros aminoacidos, e.g. formando um péptido ou
polipéptido, ou para conferir @ molécula outra caracteristica funcional além da
capacidade para se ligar ao antigénio. Por exemplo, o membro de ligacdo
especifica pode compreender um marcador, uma enzima ou um seu fragmento e

semelhantes.

O presente invento proporciona também um polinucleétido que codifica
para um membro de ligacdo especifica de acordo com quaisquer das
reivindicagcdes 1 a 11.

O presente invento também proporciona construcées na forma de
plasmideos, vectores, cassetes de transcricdo ou de expressdo, que
compreendem pelo menos um polinucledtido, como acima descrito.

O presente invento proporciona também uma célula hospedeira
recombinante, que compreende uma ou mais construcdes acima descritas.

Um membro de ligacdo especifica de acordo com o invento pode ser
produzido a partir da expressdo do acido nucleico codificante. O &cido nucleico
que codifica para qualquer membro de ligagédo especifica, constitui ele préprio,
como proporcionado, um aspecto do presente invento, tal como o é também um
método para a producdo do membro de ligagdo especifica, o qual compreende a
expressdo a partir do acido nucleico codificante correspondente. A expressio
pode ser conseguida, de forma conveniente, através da cultura sob condicdes
adequadas, de células hospedeiras recombinantes que contém o &acido nucleico.
Apods a producdo, por expressdo, pode-se isolar e/ou purificar um membro de
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ligacdo especifica, utilizando qualquer técnica adequada, e utilizar como

apropriado.

Os membros de ligacdo especifica e moléculas de &acido nucleico
codificantes e vectores de acordo com o presente invento podem ser
proporcionados isolados e/ou purificados, e.g. a partir do seu meio natural, na
forma substancialmente pura ou homogénea ou, no caso do &acido nucleico,
isentos ou substancialmente isentos de acidos nucleicos ou genes, de outra
origem que ndo a sequéncia que codifica para um polipéptido com a funcéo
pretendida. O &cido nucleico de acordo com o presente invento pode
compreender ADN ou ARN e podem ser total ou parciaimente sintéticos. O
termo "isolado" inclui todas estas possibilidades.

O 4acido nucleico pode codificar para qualquer das sequéncias de
aminoacidos apresentadas em quaisquer das Figuras, ou para qualquer forma
funcionalmente equivalente. As sequéncias nucleotidicas utilizadas podem ser
quaisquer das apresentadas nas Figuras, ou podem ser uma sua variante, um
seu alelo ou um seu derivado. As alteragcdes podem ser feitas ao nivel dos
nucleétidos, por adicdo, substituicdo, delecdo ou insercdo de um ou mais
nucledtidos, alteracbes estas que podem ser ou nao reflectidas ao nivel dos

amino&cidos, dependendo da degenerescéncia do codigo genético.

S3o0 bem conhecidos os sistemas para a clonagem e expressdo de um
polipéptido numa variedade de células hospedeiras diferentes. As células
hospedeiras adequadas incluem bactérias, células de mamifero, sistemas de
leveduras e de baculovirus. As linhas de células de mamifero disponiveis na arte
para a expressdao de um polipéptido heterélogo incluem células de ovério de
hamster chinés, células Hela, células de rim de hamster bebé e muitas outras.
Um hospedeiro bacteriano, comum, preferido é a E. coli.

A expressdo de anticorpos e fragmentos de anticorpo em células
procariéticas como a E. coli estd bem estabelecida na arte. Para revisdo,
veja-se, por exemplo, Plickthun, A., Bio/Technology, 9:545-551 (1991). A
expressdo em células eucaridticas em cultura estd também disponivel aos
peritos na arte como uma opg¢ao para a producdo de um membro de ligagédo
especifica, veja-se para revisao recente, por exemplo, Reff, M.E. (1993) Curr.
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Opinion Biotech. 4:573-576; Trill J.J et al., (1995) Curr. Opinion Biotech
6:553-560.

Podem-se seleccionar, ou construir, os vectores adequados, que contém
as sequéncias reguladoras adequadas, incluindo sequéncias promotoras,
sequéncias terminadoras, sequéncias de poliadenilacdo, sequéncias
potenciadoras, genes marcadores e outras sequéncias, conforme adequado. Os
vectores podem ser plasmideos, virus, e.g. fagos ou fagemideos, como
adequado. Para mais pormenores veja-se, por exemplo, Molecular Cloning: a
Laboratory Manual: 2° edicdo, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press. Muitas das técnicas e protocolos conhecidos para a
manipulacdo de acidos nucleicos, por exemplo na preparacao de construgdes de
4cido nucleico, mutagénese, sequenciacdo, introducdo de ADN nas células e
expressdo génica e andlise de proteinas, estdo descritos em pormenor em Short
Protocols in Molecular Biology, segunda edicdo, Ausubel et al., eds., John Wiley
& Sons, 1992. As descricbes de Sambrook et al., e Ausubel et al., sdo aqui

incorporadas para referéncia.

Deste modo, num outro aspecto, o presente invento proporciona uma
célula hospedeira contendo um é&cido nucleico como aqui descrito. Ainda num
outro aspecto, proporciona um método que compreende a introdugdo deste
4cido nucleico numa célula hospedeira. A introducdo pode utilizar qualquer
técnica disponivel. Para células eucaridticas, as técnicas adequadas podem
incluir transfeccdo com fosfato de caélcio, DEAE-dextrano, electroporacao,
transfeccdo mediada por lipossomas e transdugao utilizando retrovirus ou outros
virus, e.g. vacinia ou, para células de insecto, baculovirus. Para as células
bacterianas, as técnicas adequadas podem incluir transformacdo com cloreto de

célcio, electroporacédo e transfeccdo utilizando um bacteriéfago.

A introducdo pode ser seguida por provocar ou permitir a expressdo do
4cido nucleico, e.g., através da cultura das células hospedeiras sob condigGes
para a expressao do gene.

Numa concretizacdo, o 4acido nucleico de acordo com o invento é
integrado no genoma (e.g. cromossoma) da célula hospedeira. A integragdo
pode ser promovida pela inclusdo de sequéncias que promovem a recombinacao
com o genoma, de acordo com técnicas convencionais.
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O presente invento proporciona também um método que compreende a
utilizacdo de uma construgcdo como acima descrita, num sistema de expressao,
de modo a expressar um membro de ligacdo especifica ou polipéptido, como

acima.

Apés a producdo de um membro de ligacdo especifica, este pode ser
utilizado, por exemplo, de qualquer dos modos aqui descritos, tais como na
formulagdo de uma composicdo, produto farmacéutico ou produto de
diagnéstico, tal como um estojo, que compreende, além do membro de ligacédo
especifica, um ou mais reagentes para determinar a ligacdo do membro as
células, como discutido. Uma composicdo pode compreender pelo menos um

componente, para além do membro de ligagéo especifica.

O presente invento proporciona também produtos farmacéuticos que
compreendem um membro de ligagdo especifica como acima, opcionalmente
com um, ou mais excipientes.

O presente invento proporciona também a utilizacdo de um membro de
ligacdo especifica como acima, para a preparacdo de um medicamento para
tratar uma condicdo em que é vantajoso contrariar os efeitos de promocéo de
fibrose de TGF-B. A condicdo pode ser uma condicao fibrética caracterizada por
uma acumulacdo de componentes da matriz extracelular num tecido. Os

componentes da matriz extracelular podem ser fibronectina ou laminina.

A condicdo pode ser seleccionada do grupo constituido por:
glomerulonefrite, cicatriz neural, cicatriz dérmica, cicatriz ocular, fibrose
pulmonar, lesdo arterial, retinopatia proliferativa, descolamento da retina,
sindrome da dificuldade respiratéria do adulto, cirrose do figado, pds-enfarte do
miocardio, pés-estenose recidiva angiopldstica, cicatriz quel6ide, esclerodermia,

desordens vasculares, cataratas, glaucoma, retinopatia proliferativa.
A condicdo pode ser a cicatriz neural ou glomerulonefrite.
O presente invento proporciona também a utilizacdo de um membro de

ligacdo especifica como acima, para a preparacdo de um medicamento para

tratar uma condicdo de doenca imunitéria/inflamatéria, em que € vantajoso
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contrariar os efeitos do TGF-B. Exemplos de condi¢des séo a artrite reumatdide,

doencas de deficiéncia de macrofagos e infeccdo patogénica de macroéfagos.

O presente invento proporciona também um método que compreende
administrar a um paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
membro de ligacdo especifica como acima, para tratar uma condicdo em que é
vantajoso contrariar os efeitos de promocio de fihrose do TGF-f. As condigcdes

fibréticas sdo enumeradas acima.

O presente invento proporciona também um método que compreende a
administracdo a um paciente, de uma quantidade profilacticamente eficaz de um
membro de ligacdo especifica como acima, para prevenir uma condicdo em que
é vantajoso impedir os efeitos de promocéao de fibrose do TGF-B. As condicGes

fibréticas sdo enumeradas acima.

O presente invento proporciona também métodos que compreendem a
administracdo a pacientes, de quantidades profildtica e/ou terapeuticamente
eficazes de um membro de ligacdo especifica como acima, de modo a impedir
ou tratar uma condicdo de doenca imunitéria/inflamatéria, em que é vantajoso
contrariar os efeitos do TGF-B. Os exemplos destas condi¢Ges sdo0 enumerados

acima.

Assim, em vérios aspectos, o invento proporciona métodos de tratamento
que compreendem a administragédo de um membro de ligacdo especifica,
composicdes farmacéuticas que compreendem esse membro de ligagdo
especifica e a utilizacdo desse membro de ligacdo especifica no fabrico de um
medicamento, para administracdo, por exemplo, num método de producéo de
um medicamento, ou composicdo farmacéutica, que compreende a formulacéo
do membro de ligacdo especifica com um excipiente farmaceuticamente

aceitavel.

De acordo com o presente invento, as composicdes proporcionadas
podem ser administradas a individuos que podem ser qualquer mamifero, em
particular um roedor, e.g. um ratinho, cavalo, porco, ovelha, cabra, gado
vacum, cdo, gato ou humano. A administracdo & de preferéncia numa

"quantidade terapeuticamente eficaz", sendo esta suficiente para ser benéfica
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para o paciente. Este beneficio pode ser pelo menos a melhoria de pelo menos
um sintoma. A quantidade efectiva administrada e a taxa e periodo de tempo de
administracdo dependerdo da Natureza e gravidade do que esta a ser tratado. A
prescricdo de tratamento, e.g. decisdes sobre a dosagem etc, é da
responsabilidade dos médicos de clinica geral e outros médicos. As doses
adequadas de anticorpo sdo bem conhecidas na arte; veja-se Lederman J.A. et
al., (1991) Int J. Cancer 47:659-664; Bagshawe K.D. et al., (1991). Antibody,
Immunoconjugates and Radiopharmaceuticals 4:915-922.

Uma composicdo pode ser administrada sozinha ou em combinacdo com
outros tratamentos, quer em simultaneo, quer sequencialmente, dependendo da

condicdo a ser tratada.

As composicdées farmacéuticas de acordo com o presente invento € para
utilizacdo de acordo com o presente invento podem compreender, além do
ingrediente activo, um excipiente, transportador, tampé&o, estabilizante, ou
outros materiais, farmaceuticamente aceitaveis, bem conhecidos dos peritos na
arte. Estes materiais ndo deverdo ser téxicos e ndo deverdo interferir com a
eficacia do ingrediente activo. A Natureza precisa do transportador, ou outro
material, dependera da via de administracao, que pode ser oral ou por injec¢éo,

e.g. intravenosa.

As composicdes farmacéuticas para administracdo oral podem ser na
forma de comprimidos, cdapsulas, pé ou liquido. Um comprimido pode
compreender um transportador sélido como gelatina ou um adjuvante. As
composicdes farmacéuticas liquidas compreendem geralmente um transportador
liquido tal como agua, petréleo, 6leos animais ou vegetais, 6leo mineral ou dleo
sintético. Pode-se incluir solucdo salina fisiolégica, dextrose ou outra solucdo

sacaridea, ou glicéis como etilenoglicol, propilenoglicol ou polietilenoglicol.

Para a injeccdo intravenosa ou injecgdo no local do problema, o
ingrediente activo serd na forma de uma solucdo aquosa parentericamente
aceitavel isenta de pirogénios e com um pH, uma isotonicidade e uma
estabilidade adequados. Os peritos na arte estdo aptos a preparar solucdes
adequadas, utilizando, por exemplo, veiculos isoténicos, como injecgdo de

cloreto de sédio, injeccdo de Ringer, injeccdo de Ringer lactada. Podem-se
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incluir, se necessario, conservantes, estabilizantes, tampdes, antioxidantes e/ou
outros aditivos.

Outros aspectos do invento e concretizacdes serao evidentes para o0s
peritos na arte. De modo a melhor poder compreender o invento,
proporcionam-se os exemplos seguintes, a titulo apenas exemplificativo e nao

limitativo.

Faz-se referéncia as seguintes Figuras.

A Figura 1 mostra as sequéncias de ADN e proteica de anticorpos
especificos para TGF-B1. A Figura 1(a) mostra as sequéncias de aminoacidos e
acido nucleico codificante dos dominios variéveis de anticorpos contra TGF-B1,
isolados directamente a partir de repertérios: Figura 1(a)(i)- VH de 1B2 (também
conhecido como VH de 7A3); Figura 1(a){ii}- VH de 31G9; Figura 1(a)(iii)- VL de
31G9. A Figura 1(b) mostra as sequéncias de aminoacidos e acido nucleico
codificante dos dominios varidveis de cadeia leve de anticorpos contra TGF-B1,
isolados por rearranjo de cadeias: Figura 1(b)(i)- VL de 7A3; Figura 1(b)(ii)-VL de
10A6. A Figura 1(c)(i) mostra as sequéncias de aminoéacidos e &cido nucleico
codificante para VH de 27C1, de um anticorpo contra TGF-B1 , isolado a partir

de uma experiéncia de "picagem” de CDR3.

A Figura 2 mostra as sequéncias de ADN e proteica de anticorpos
especificos para TGF-$2. A Figura 2(a) mostra as sequéncias de aminoacidos e
de acido nucleico codificante dos dominios varidveis de anticorpos contra
TGF-B2, isolados directamente a partir de repertérios: Figura 2(a)(i)- VH de
2A-H11 (também conhecido como VH de 6H1); Figura 2(a)(ii)- VH de 2A-A9
(também conhecido como VH de 11E6). A Figura 2(b) mostra as sequéncias de
aminoacidos e de &cido nucleico codificante dos dominios variaveis de
anticorpos especificos para TGF-B2, isolados ap6s rearranjo de cadeias: Figura
2(b)(i)- VL de 6H1; Figura 2(b)(i}- VL de 6A5; Figura 2(b) (iii)- VL de 6B1;
Figura 2(b){iv)- VL de 11E6; (v) Figura 2(b){v)- VL de 14F12.

A Figura 3 mostra as sequéncias proteicas de CD3 de VH, de clones
derivados de 1B2 por mutagénese por "picagem”. As diferencas entre CDR3 de

VH de 1B2 estdo em caracteres a negrito.
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A Figura 4 mostra a sequéncia de ADN e proteica dos dominios VH e VL
de VT37, que apresenta reaccao cruzada entre TGF-B1 e TGF-p2.

A Figura 5 mostra a sequéncia de ADN e a sequéncia de aminoacidos
codificada na regido de comendo da cadeia pesada VH do vector vhcassette2.
As enzimas de restricao Hindlll, Sfil, Pstl, BstEll, BamHI| e EcoRIl cortam nos
pontos indicados.

A Figura 6 mostra um mapa do vector pG4D100 (ndo estd a escala).
Locais de clonagem miultipla (MCS): 5'-HindllI-Paci-BamHI-(Xanl!)-(Pmlil)-(Nhel)-
Ascl-(BssHIl)-Xhol-Pmel-BsiWI-3". Os locais de restricdo mostrados entre

paréntesis ndo sdo Unicos.

A Figura 7 mostra a sequéncia de ADN, incluindo intrdo, e sequéncia de
aminoacido codificada na regido do comendo da cadeia leve VL para o vector
vicassettel (vicassette CAT1). As enzimas de restricdo Hindill, Apall, Sacl,
Xhol e BamHI cortam nos locais indicados (Apall no interior do comando).

A Figura 8 mostra um mapa do vector pLN10 (ndo estd a escala). Local
de clonagem multipla (MCS):5'-HindllI-(Sphl)-(Pstl)-Sall-Xbal-BamH|-3' {1224-

1259. Os locais de restricdo entre paréntesis ndo sdo unicos).

A Figura 9 mostra um mapa do vector pKN100 (ndo estd a escala). Local
de clonagem multipla (MCS): 5'-Mlul-(Aval)-Hind!ll-(Sphl)-(Pstl)-Sall-Xbal-

BamHI-3'. Os locais de restricdo entre paréntesis ndo sao Unicos.

A Figura 10 mostra a% de neutralizagéo da actividade de TGF-B2 por
anticorpos Fv de uma s6 cadeia num ensaio que utiliza a proliferacdo da linha

celular TE1 de eritroleucemia a diferentes concentracoes nM de scFv.

A Figura 11 mostra a neutralizacdo da actividade de TGF-B2 por
anticorpos IgG4 completos num ensaio que utiliza a proliferacéo da linha celular

de eritroleucemia TF1 a diferentes concentragées nM de anticorpo.

A Figura 12 mostra o efeito do tratamento de animais com anticorpos, na
cicatriz neural, tal como medido pela deposicao de (Figura 12(a)) fibronectina e
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(Figura 12(b)) laminina, detectadas utilizando intensidade de fluorescéncia
integrada. Os graficos mostram a representacdo grafica de pontos
experimentais de animais individuais. O grafico de barras mostra a intensidade

de fluorescéncia integrada média do grupo.

A Figura 13 mostra os resultados de um ELISA para medir a reactividade
cruzada dos anticorpos lgG4 6B1 e lgG4 6A5 com isoformas de TGF-p e
antigénios ndo especificos. A Figura 13(a) mostra a reactividade cruzada de
IgG4 6B1 com um painel de antigénios nao especificos e TGF-B, fazendo o
grafico da DO a 450 nm para cada antigénio: 1- interleucina 1; 2-linfotoxina
humana (TNFp); 3-insulina humana; 4-albumina de soro humano; 5-ADNss;
6-oxazolona-albumina de soro bovino; 7-hemocianina de lapa do género
Fissurella;  8-inibidor de tripsina de clara de ovo de galinha;
9-quimiotripsinogénio; 10-citocromo C: 11-GADPH; 12-ovalbumina; 13-lisozima
de ovo de galinha; 14-albumina de soro bovino: 15-TNFa; 16-TGF-B1 ; 17-TGF-
B2; 18-TGF-B3; 19-apenas PBS. A Figura 13(b) mostra a DO a 450 nm para o
anticorpo 1gG4 6A5 contra o mesmo painel de antigénios. Tanto para a Figura
13 (a) como para a figura 13(b), utilizaram-se os antigénios 1 a 15 para revestir
a placa a uma concentracdo de 10 pg/ml em PBS. Os TGF-beta foram
revestidos a 0,2 pg/ml em PBS. O revestimento foi realizado a 4°C durante a
noite. Utilizaram-se 100 pg de cada antigénio por poco e duplicados de cada
antigénio para cada IgG a ser testado. As amostras de IgG foram incubadas
com os antigénios revestidos a 37°C, durante 2 horas, ap6s blogueio com 2%
de marvel-PBS. O segundo anticorpo marcado era um Fc1 anti-humano de
ratinho, conjugado com fosfatase alcalina e o substrato utilizado para detectar o
segundo anticorpo ligado era PNPP a 1 mg/ml, fazendo a leitura de absorvéancia
a 450nm.

A Figura 14 mostra a sequéncia de aminoacidos e de &cido nucleico
codificante para o dominio VL do anticorpo CS37, especifico para TGF-p1 .

A Figura 15 mostra dados de um ELISA que detecta a ligacdo de
IgG4 6B1 a BSA conjugado, ou com o péptido TGF-B25669, OU com o péptido
TGF-B1se6s revestidos numa placa ELISA. O lgG4 6B1 foi incubado a varias
concentracdes em pg/ml e a absorvancia a 405 nm foi medida, ap6s adicdo dos

agentes de detecgdo. Os resultados de DO a 450 nm sdo representados
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graficamente as vérias concentracdes de BSA-TGF-B2..,, ("péptido Beta2"-
losangos) e BSA-TGF-B1 5465 ("péptido Betal"-quadrados).

A Figura 16 mostra a % de neutralizacdo do efeito antiproliferativo de
TGF-p2 em células TF1, por anticorpos completos, IgG4 6H1, IgG4 6B1 e

monoclonal de ratinho, da Genzyme, a vérias concentracdes (nM de 1gG).

A Figura 17 mostra a % de neutralizacdo do efeito antiproliferativo de TGF-$1
em células TF1, por anticorpos completos, |gG4 6H1, IgG4 6B1 e o monoclonal
de ratinho da Genzyme, a varias concentracdes (nM de IgG).

A Figura 18 mostra a % de neutralizacdo do efeito antiproliferativo de
TGF-B3 nas células TF1, por anticorpos completos, 1gG4 6H1, IgG4 6B1 e o

monoclonal de ratinho da Genzyme, a vérias concentracdes (nM de IgG).

A Figura 19 mostra as sequéncias de aminoacidos e de ADN codificante
de regides de anticorpos dirigidos contra TGF-B2, mostrando as sequéncias de
CDR em itdlico: Figura 19(i)- VH de 2A-H11 (também conhecido como VH de
6H1); Figura 19(ii)- VL de 6B1; Figura 19(iii}- VL de 6A5 e Figura 19(iv)- VL de
6H1.

A Figura 20 mostra o vector p6H1 VH-gamma4 (7263 pb). O gene que
codifica para VH de 6H1 ¢é inserido como um fragmento de restricdo
Hindlll-Apal.

A Figura 21 mostra o vector p6Bllambda (10151 pb). O gene que
codifica para VL de 6B1 ¢é inserido como um fragmento de restricdo
EcoRI-BstBI.

A Figura 22 mostra o vector p6Bl gamma4gs (14176 pb). Os genes que
codificam para as cadeias pesada e leve de IgG4 6B1 sdo combinados num
unico vector.

A Figura 23 mostra os resultados de experiéncias de ELISA de
competicdo descritas no Exemplo 6. Apds incubacdo durante a noite com

TGF-B2, as placas foram tratadas com as seguintes solucdes 1-4 (os nimeros
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correspondem aos da Figura): 1-400 pl de Hams F12/DMEM ibraﬁco do
reagente), 2-400 ul de Hams F12/DMEM mais 4 pg de anticorpo 1gG4 6B1
(controlo positivo), 3-400 pl de meios condicionados ndo tratados com PC3
mais 4 pg de anticorpo 19gG4 6B1 (amostra de TGF-B2 latente), 4-400 pl de
meios condicionados activados com &acido PC3 mais 4 pg de anticorpo 1gG4
6B1 (amostra de TGF-p2 activo).

Todos os documentos aqui mencionados sdo incorporados para referéncia

Lista de Exemplos

Exemplo 1- Isolamento de anticorpos especificos para TGF-B1, anticorpos

especificos para TGF-B2 e anticorpos especificos para TGF-B1 e TGF-2.

Exemplo 2- Construgdo de linhas celulares que expressam anticorpos

completos.

Exemplo 3- Neutralizacdo da actividade de TGF-f por anticorpos,

determinada utilizando ensaios in vitro.
Exemplo 4- Inibicdo da ligacdo de TGF-B a receptores, por anticorpos.

Exemplo 5- Prevencdo da cicatriz neural, utilizando anticorpos contra
TGF-B.

Exemplo 6- Determinacdo da ligacdo de IgG4 6B1 a forma Activa e
Latente de TGF-B2.

Exemplo 7- Neutralizacdo do efeito inibidor de isoformas de TGF-§ na

proliferacdo de células, por anticorpos dirigidos contra TGF-B2.

Exemplo 8- Inibicdo por anticorpos dirigidos contra TGF-B2 da ligacdo de
outras isoformas de TGF-B a receptores, medida num ensaio com

radiorreceptores.
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Exemplo 9- Avaliacdo de anticorpos TGF-B1 para uma potencial utilizacdo

terapéutica.
Exemplo 10- Construcdo de uma linha celular de expressédo elevada para
IgG4 6B1, utilizando o sistema de seleccdo de glutamina-sintetase e avaliagéo

num ensaio de neutralizacéo.

Exemplo 11- Determinagdo do epitopo em TGF-B2 para o anticorpo 6B1,

utilizando uma biblioteca de exibicdo de péptidos em fagos.

Exemplo 12- Determinacdo da ligagdo de IgG4 6B1 a tecidos, por

imunocitoquimica (ICC).

Exemplo 13- Determinacdo dos parametros cinéticos de IgG4 6B1 e de Fv
de uma s6 cadeia para a ligacdo a TGF-B2.

Exemplo 14- Ligacdo de um péptido correspondente aos residuos 56 a 69
de TGF-p2 a IlgG4 6B1.

EXEMPLO 1

Isolamento e caracterizacdo da ligacdo de anticorpos a TGF-£1 e TGF-$2

1 |dentificacdo e caracterizacdo de anticorpos contra TGF-b-1 _humano, por

seleccio de repertdrios de anticorpos em fagos, nativos e sintéticos

Repertorios de anticorpos

Utilizaram-se os seguintes repertérios de anticorpos:

1. Biblioteca de linfécitos de sangue periférico (PBL) derivada a partir de

humanos nao imunizados (Marks, J.D. Hoogenboom, H.R. Bonnert, T.P.,
McCafferty, J., Griffiths, A.D. & Winter, G. (1991) J. Mol. Biol. 222, 581-597)

2. Biblioteca_sintética (Nissim, A. Hoogenboom, H.R., Tomlinson, |.M.,
Flynn, G. Midgley, C. Lane, D. e Winter, G. (1994) EMBO J. 13,692-698)
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derivada a partir de genes de VH da linha germinal humana, clonados, e de
CDR3 sintéticos com uma cadeia leve fixa.

3. Biblioteca de amigdalas derivada a partir de amigdalas de humanos nao

imunizados. Isolaram-se células B de amigdalas a partir de amigdalas completas
removidas recentemente (processadas em 2 horas), fornecidas pelo Hospital
Addenbrookes, Hills Road, Cambridge, R.U. Cada amigdala foi processada como
se segue. Colocaram-se as amigdalas numa placa de petri contendo 5 ml de
PBS e macerou-se com um bisturi, para libertar as células. A suspensdo foi
transferida para um tubo fresco e deixaram-se sedimentar os restos celulares
grandes, por acgdo da gravidade, durante 5 minutos. A suspensao celular foi
entdo colocada em camada sobre 10 ml de Lymphoprep, num tubo de
polipropileno de 50 mi (Falcon) e centrifugada a 1000xg durante 20 minutos a
temperatura ambiente (sem travagem) e as células na interface foram recolhidas
com uma pipeta de vidro. Estas foram diluidas para um volume final de 50 ml
em meio RPMI a 37°C, e centrifugadas a 500xg durante 15 minutos, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi aspirado e as células foram lavadas

mais duas vezes com RPMI.

Preparou-se ARN poliadenilado a partir de células em peletes, utilizando o
estojo "QuickprepTM mRNA kit" (Pharmacia Biotech, Milton Keynes, R.U.). O
resultado total em células de uma amigdala {ca. 1x10° células) foi processado
utilizando uma coluna Oligo(dT)-Cellulose Spun e processado exactamente
como descrito no protocolo fornecido. O ARNm foi precipitado com etanol,
como descrito, e ressuspenso em 40 ml de RNase isenta de agua.

A reaccdo de sintese de ADNc foi realizada utilizando o estojo "First-
Strand cDNA Synthesis Kit” (Pharmacia Biotech, Milton Keynes, R.U.) como se

segue:

ARN 20 pl (aquecido a 67°C, 10 minutos antes
da utilizacao)

tampédo de 17 cadeia 11 ul

solucdo de DTT 1l

iniciador pd{N) 1 pl
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Ap6s mistura cuidadosa, a reacgao foi incubada a 37°C durante 1 hora.

Amplificaram-se genes de VH humanos a partir de ADNc de amigdalas,
utilizando os nove iniciadores de sintese no sentido inverso ("back primer")
baseados na familia (VH 1b/7a-6a back Sfi, que introduz um local Sfi na
extremidade 5', Tabela 1) juntamente com uma mistura equimolar dos quatro
iniciadores de sintese no sentido directo ("forward primer") JH (JH 1-2, 3, 4-5,
6 for; Marks et al, 1991 supra). Assim, realizaram-se nove amplificagbes
primérias por PCR. Cada mistura reaccional (50 pl) compreendia 2 pl de ADNc
molde, 25 pmol de iniciador de sintese no sentido inverso, 25 pmol de iniciador
de sintese no sentido directo, 250 uM de dNTP, 1,56 mM de MgCl,, 50 mM KCI,
10 mM Tris-HCI pH 8,3 e 2,5 u de Taq polimerase (Boehringer). Sobre a mistura
reaccional colocou-se uma camada de 6leo mineral (parafina) e fizeram-se 30
ciclos (94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min, 72°C durante 1 min) utilizando
um ciclizador térmico Techne. Os produtos foram purificados num gel de
agarose a 1% (p/v), isolados do gel utilizando "Geneclean” (Bio 101 Inc.) e
ressuspensos em 15 pl de agua. Os genes VH amplificados foram recombinados
com genes de VL humanos derivados de PBL (Marks et al., 1991 supra)
juntamente com o ligante (Gly,, Ser), (Huston, J.S. et al., 1988, Proc Natl Acad
Sci USA, 85:5879-83) por montagem por PCR (Marks et al., 1991 supra). As
construcdes de anticorpo VH-ligante-VL foram clonadas em locais Sfil e Notl
do vector fagemideo, pCANTAB6 (McCafferty, J. et al., 1994, Appl. Biochem.
Biotech. 47:157-173) para obter uma biblioteca de 6x107 clones.

4. Biblioteca de Fv de uma sé cadeia, grandes derivada a partir de tecidos

linféides, incluindo amigdalas, medula éssea e linfécitos de sangue periférico.

Preparou-se ARN poliadenilado a partir de células B de varios tecidos
linféides de 43 dadores ndo imunizados, utilizando o estojo "Quickprep mRNA"
(Pharmacia).

A primeira cadeia de ADNc foi sintetizada a partir de ARNm utilizando um
estojo "First-Strand c¢DNA Synthesis" (Pharmacia), utilizando hexameros
aleatérios para iniciar a sintese. Os genes de V foram amplificados utilizando
iniciadores de sintese especificos de familias para os genes de VH, Vk, VA,

como anteriormente descrito (Marks et al., supra) e subsequentemente
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recombinados, juntamente com o ligante de scFv (Gly,,Ser); por montagem por
PCR. As construcdes de anticorpo VH-ligante-VL foram clonadas nos locais de
Sfi| e Not | do vector fagemideo, pPCANTABB. A ligacédo, electroporacéo e
plagueamento das células foram realizados como anteriormente descrito (Marks
et al., 1991, supra). A biblioteca foi tornada ca. de 1000x maior do que o
anteriormente descrito, aumentando as quantidades de vector e insercao
utilizadas e realizando electroporacdes mdltiplas. Isto gerou um repertorio de
scFv que se calculou ter ca. de 1,3x10'" recombinantes individuais que se
verificou ser bastante diversificado, por obtencdo de "impressdo digital” com
Bst NI.

a. Inducéo de bibliotecas de anticorpos em fagos

Os quatro repertorios diferentes de anticorpos em fagos acima referidos
foram seleccionados quanto a anticorpos contra TGF-B1. Os repertérios de VH
sintéticos (Nissim et al., 1994, supra), amigdalas, scFv "grande" e PBL (Marks
et al., 1991 supra) foram, cada um, tratados como se segue, de modo a
recuperar particulas de fagemideo. Inocularam-se 500 mi de 2YTAG (meios 2YT
suplementados com 100 pg/ml de ampicilina e 2% de glucose) previamente
aquecido (37°C) num frasco cénico de 2 I, com aproximadamente 3x10'
células de uma cultura-mae em glicerol (-70°C) da biblioteca adequada. A
cultura foi crescida a 37°C com um bom arejamento, até a DOggo,m atingir 0,7
(aproximadamente 2 horas). Adicionou-se o fago auxiliar M13K07 (Stratagene)
3 cultura até uma multiplicidade de infeccdo (moi) de aproximadamente 10
(assumindo que uma DOgyonm de 1 é equivalente a 5x10® células por ml de
cultura). A cultura foi incubada em estado estacionario a 37°C durante 15
minutos, seguido de 45 minutos com arejamento ligeiro (200 rpm), @ mesma
temperatura. A cultura foi centrifugada e o sobrenadante foi drenado da pelete
celular. As células foram ressuspensas em 500 ml de 2YTAK (meios 2YT
suplementados com 100 pg/ml de ampicilina e 50 pg/ml de canamicina) e a
cultura foi incubada durante a noite a 30°C com um bom arejamento (300 rpm).
As particulas féagicas foram purificadas e concentradas através de trés
precipitagées com polietilenoglicol (PEG) (Sambrook, J. Fritsch, E.F. & Maniatis,
T. (1990), Molecular Cloning - A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour, New
York) e ressuspensas em PBS a 10'? unidades de transducdo (ut)/ml {(clones

resistentes a ampicilina).
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b. Prospeccéo da biblioteca de anticorpos em fagos em TGF-f1

Os fagos induzidos dos quatro repertérios foram, cada um, prospectado
em separado, em TGF-B1. Revestiu-se um imuno-tubo de 75 mmx12 mm
(Nunc: Maxisorp) com 2 ml de TGF-p1 humano recombinante (0,5 pg/ml,
Genzyme) em PBS durante a noite a 4°C. Apds lavagem 3 vezes com PBS, o
tubo foi cheio com MPBS a 3% (3% de leite em pé magro "Marvel", Ix PBS) e
incubado durante 2 horas a 37°C para blogueio. Repetiu-se a lavagem,
adicionaram-se particulas de fagemideo (10" ut) em 2 ml de MPBS a 3% e o
tubo foi incubado de forma estacionaria a 37°C, durante 1 hora. O tubo foi
lavado 20 vezes com PBST (0,1%) e em seguida 20 vezes com PBS. As
particulas fagicas ligadas foram eluidas do tubo por adicdo de 2 mi de
trietilamina 100 mM e incubando o tubo de forma estacionaria a temperatura
ambiente, durante 10 minutos. O material eluido foi imediatamente neutralizado,
pipetando-o para um tubo contendo 1 ml de Tris-HCI 1M (pH 7,4). Os fagos
foram armazenados a 4°C. Utilizaram-se 1,5 mi dos fagos eluidos para infectar
20 ml de E. coli TG1 na fase de crescimento logaritmico (Gibson, T.J. (1984).
Tese de Doutoramento, University of Cambridge, R.U.). As células infectadas
foram crescidas durante 1 hora a 37°C, com arejamento ligeiro em caldo 2YT e
em seguida plagueadas em meio 2YTAG em placas de 243 mmx243 mm
(Nunc). As placas foram incubadas durante a noite a 30°C. As coldnias foram
raspadas das placas para 10 ml de caldo 2YT e adicionou-se glicerol a 15%

(v/v), para armazenamento a -70°C.

As culturas-mae em glicerol resultantes do primeiro ciclo de prospecgéo,
de cada um dos quatro repertérios em TGF-B1 foram recuperadas utilizando
fagos auxiliares para derivar particulas de fagemideo para o segundo ciclo de
prospeccio. Utilizaram-se 260 pl da cultura-méae em glicerol para inocular 50 ml
de caldo 2YTAG e incubou-se num frasco conico de 2560 ml, a 37°C com um
bom arejamento, até se atingir uma DOggonm de 0,7 (aproximadamente 2 horas).
Adicionou-se o fago auxiliar M13KO07 (moi=10) a cultura que foi em seguida
incubada de forma estacionaria a 37°C, durante 15 minutos, seguida de 45
minutos com arejamento ligeiro (200 rpm), a mesma temperatura. A cultura foi
centrifugada e o sobrenadante foi drenado da pelete celular. As células foram
ressuspensas em 50 ml de 2YTAK pré-aquecido e a cultura foi incubada durante

a noite a 30°C, com um bom arejamento. As particulas fagicas foram
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purificadas e concentradas por precipitagao com PEG (Sambrook et al., 1990

supra) e ressuspensas em PBS a 1013 ut/ml.

O fago induzido do primeiro ciclo de prospecgéo de cada um dos trés
repertérios foi seleccionado uma segunda vez, essencialmente como descrito
acima, excepto que o tubo de prospeccéo foi revestido com apenas 1 mi de
TGF-B1 (0,5 pg/ml, Genzyme) e o volume de fago adicionado ao tubo foi
reduzido de forma semelhante. Ap6s uma lavagem exaustiva, os fagos ligados
foram eluidos do tubo utilizando 1 ml de trietilamina 100 mM e neutralizados
por adicdo de 0,5 ml de Tris-HCI. 1M (pH 7,4), como anteriormente descrito. O
processo de crescimento e prospeccéo de fagos foi repetido um terceiro e

depois um quarto ciclos de selec¢ao.

c. Crescimento de clones individuais seleccionados para imunoensaio

Utilizaram-se as coldnias individuais do terceiro e quarto ciclos de
seleccdo para inocular 100 pl de 2YTAG em pogos individuais de placas de
cultura de tecidos de 96 pocos (Corning). As placas foram incubadas a 30°C
durante a noite com agitacdo moderada (200 rpm). Adicionou-se glicerol até
15%, a cada pogo, e estas placas principais foram armazenadas a -70°C, até

serem utilizadas para andlise.

d. ELISA para identificacdo de scFv anti-TGF-§1

Os clones especificos para TGF-B1 foram identificados por ELISA,

utilizando scFv exibidos em fagos ou scFv soluveis.

i. ELISA de fagos

Utilizaram-se células das placas principais para inocular placas de cultura
de tecidos de 96 pocos, frescas, contendo 100 pl de 2YTAG por poco. Estas
placas foram incubadas a 37°C durante 6-8 horas, ou até as células nos pocos
estarem em crescimento na fase logaritmica (DO600 0,2-1,0). Adicionou-se
M13K07 a cada poco até um moi de 10 e incubou-se de forma estacionaria
durante 15 min, em seguida 45 min com agitacdo suave (100 rpm), ambas a
37°C. As placas foram centrifugadas a 2000 rpm durante 10 min e o
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sobrenadante foi eluido. Ressuspendeu-se cada pelete celular em 100 pl de
2YTAK e incubou-se a 30°C durante a noite.

Centrifugou-se cada placa a 2000 rpm e os 100 pl de sobrenadante de
cada poco foram recuperados e bloqueados em 20 pul de M6PBS a 18% (leite
em p6 magro a 18%, 6xPBS), de forma estacionaria, a temperatura ambiente,
durante 1 hora. Entretanto, as placas de microtitulo flexiveis, que tinham sido
bloqueadas durante a noite de forma estacionaria, a 4°C, com 50 pl de TGF-B1
0,2 ug/ml em PBS, ou com 50 pl de PBS sozinho (originando uma placa de
controlo nao revestida) foram lavadas 3 vezes em PBS e bloqueadas durante
2h, de forma estacionaria, a 37°C, em PBS 3M. Estas placas foram entdo
lavadas trés vezes com PBS e adicionaram-se 50 pl de fago previamente
bloqueado a cada poco de ambas as placas, revestida com TGF-B1 e néo
revestida. As placas foram incubadas de forma estacionaria a 37°C durante 1h,
ap6s o gue se removeram os fagos. As placas foram lavadas incubando durante
2 min em PBST trés vezes, seguindo-se incubégéo durante 2 min em PBS, trés
vezes, sempre & temperatura ambiente.

Adicionou-se a cada poco de ambas as placas, a revestida com TGF-1 e
a nao revestida, 50 pl de uma diluicdo de 1 para 10 000 de anticorpo anti-fd de
ovelha {Pharmacia) em PBS 3M e as placas foram incubadas a 37°C, de forma
estaciondria, durante 1h. Cada placa foi lavada como descrito acima e
adicionaram-se 50 pul de uma diluicdo de 1 para 5 000 de anti-ovelha de burro
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) em PBS 3M e incubou-se de forma
estaciondria a 37°C, durante 1h. As placas foram lavadas como descrito acima,
seguindo-se duas lavagens em NaCl 0,9%. A actividade de fosfatase alcalina foi
visualizada utilizando, ou o substrato cromogénico pNPP (Sigma), ou o sistema
Ampak (Dako). O sinal de absorvéncia gerado por cada clone foi determinado
por medicdo da densidade 6ptica, ou 405 nm (pNPP) ou a 492 nm (Ampak),
utilizando um leitor de placas de microtitulo. Os clones foram seleccionados

para anélise posterior quando o sinal de ELISA gerado na placa revestida com
TGF-B1 era pelo menos o dobro do sinal da placa nédo revestida.
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ii ELISA sollvel

Utilizaram-se células das placas principais para inocular placas de cultura
de tecidos de 96 pocos, frescas, contendo 100 pl de 2YTAG por pogo. Estas
placas foram incubadas a 30°C durante 8 horas e em seguida centrifugadas a
2000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi eluido. Ressuspendeu-se cada
pelete celular em 100 pl de 2YTA (meios 2YT suplementados com 100 pg/mi
de ampicilina) contendo IPTG 10 mM (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) e

incubou-se a 30°C, durante a noite.

Cada placa foi centrifugada a 2000 rpm e os 100 pl de sobrenadante de
cada poco foram recuperados e bloqueados em 20 pl de M6PBS a 18%, de
forma estacionaria, a temperatura ambiente, durante 1 hora. Entretanto, as
placas de microtitulo flexiveis que tinham sido bloqueadas durante a noite de
forma estacionaria, a 4°C, com 50 ul de TGF-1 0,2 pg/ml em PBS, ou com
50 pl de PBS sozinho, foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas durante
2h, de forma estacionéria a 37°C, em MPBS a 3%. Estas placas foram entao
lavadas trés vezes com PBS e adicionaram-se 50 pl de scFv solavel previamente
bloqueado, a cada poco, de ambas as placas, a revestida com TGF-f1 e a néo
revestida. As placas foram incubadas de forma estacionaria a 37°C durante 1h,
apés o que se removeram as solucdes de scFv. As placas foram lavadas
incubando durante 2 min em PBST (PBS contendo 1% de Tween) trés vezes,
seguindo-se incubacdo durante 2 min em PBS trés vezes, sempre a temperatura

ambiente.

Adicionou-se a cada poco de ambas as placas, revestida com TGF-1 e
ndo revestida, 50 pl de uma diluicdo de 1 para 200 de anticorpo de murideo tag
anti-myc, 9E10 (Munro, S.& Pelham, H.R.B.(1986) Cel/ 46, 291-300) em PBS
3M e as placas foram incubadas a 37°C de forma estacionéria durante 1h. Cada
placa foi lavada como descrito acima e adicionaram-se 50 pl de uma diluigcdo de
1 para 5 000 de anti-ratinho de cabra, conjugado com fosfatase alcalina (Pierce)
em PBS 3M e incubou-se de forma estacionaria a 37°C durante 1h. As placas
foram lavadas como descrito acima seguindo-se duas lavagens em NaCl a
0,9%. A actividade de fosfatase alcalina foi visualizada utilizando ou um
substrato cromogénico pNPP (Sigma) ou o sistema Ampak (Dako). O sinal de

absorvancia gerado por cada clone foi determinado por medicdo da densidade
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6ptica a 405 nm (pNPP) ou a 492 nm (Ampak) utilizando um leitor de placas de
microtitulo. Os clones eram seleccionados para posterior andlise, quando o sinal
de ELISA gerado na placa revestida com TGF-B1 era pelo menos o dobro do

sinal da placa néo revestida.

iii. ELISA de especificidade

Os clones identificados como se ligando a TGF-f1 em vez de a um poco
nio revestido, como descrito acima, foram posteriormente analisados quanto a
especificidade fina. Os ELISA de especificidade foram realizados utilizando scFv
quer exibidos em fagos, quer em solugdo, como acima descrito, excepto que se
inocularam 5 ml de meios com cada clone em tubos Falcon de 50 ml, e se
cresceu para gerar o scFv em fagos ou soldvel, utilizado no ELISA. Os pocos da
placa de microtitulo foram revestidos com 50 pl de TGF-B1 a 0,2 pg/ml, TGF-f2
a 0,2 pg/ml, albumina de soro bovino 10 pg/ml (BSA) ou PBS(poco ndo
revestido). Apés o bloqueio prévio, quer do fago (ou do scFv soltvel) quer das
placas de microtitulo, adicionaram-se 50 pl de fago bloqueado (ou scFv soluvel)
de cada clone a um pogo revestido, com TGF-1, TGF-B2, BSA ou a um poco
nio revestido. Tal como acima, a actividade de fosfatase alcalina foi visualizada
utilizando o substrato cromogénico pNPP (Sigma), ou o sistema Ampak (Dako).
Os clones foram considerados especificos para TGF-p1 se o sinal de ELISA
gerado no poco revestido com TGF-B1 era pelo menos cinco vezes maior que o

sinal em qualquer dos pocos de TGF-B2, BSA ou néo revestido.

iv Determinacio da especificidade por BIACore™

Mostrou-se também que os anticorpos eram especificos para TGF-$1, em
relacdo a TGF-B2 (obtido da R&D Systems Abingdon) por ligacdo relativa aos
chips sensores BIACore™, revestidos com o antigénio adequado. O TGF-f1 e o
TGF-B2 foram imobilizados por acoplamento de amina aos chips sensores
Biosensor CM5 (Pharmacia), de acordo com as instrugdes do fabricante.
Injectaram-se fragmentos Fv de uma sé cadeia (35 ul, purificados por
cromatografia de afinidade com metal imobilizado, como descrito no exemplo 4)
sobre o antigénio imobilizado, a um caudal de 5 pl/min. A quantidade de TGF-p
ligado foi determinada como o aumento total em unidades de ressonancia (UR),
ao longo deste periodo. Para o scFv 31G9 observou-se um aumento de
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1059 UR com um chip de TGF-p1 e 72 UR com um chip de TGF-B2. Assim, a
ligagdo é muito mais forte ao TGF-$1 do que ao TGF-B2.

e. Sequenciacédo de anticorpos scFv especificos para TGF-b-1

A sequéncia de nucleétidos dos anticorpos especificos para TGF-B1 foi
determinada utilizando, primeiro, iniciadores especificos do vector para
amplificar o ADN inserido de cada clone. Utilizaram-se células de uma col6nia
individual numa placa de &gar 2YTAG como molde, para uma amplificacdo do
ADN inserido, por reaccdo em cadeia com polimerase (PCR), utilizando os
iniciadores pUC19reverse e fdtetseq (Tabela 1). As condicdes de amplificacao
consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min e 72°C
durante 2 min, seguido de 10 min a 72°C. Os produtos de PCR foram
purificados utilizando um estojo “PCR Clean-up Kit” (Promega) num volume final
de 50 ul de H20. Utilizaram-se entre 2 e 5 pl de cada preparacdo de insergao
como molde para a sequenciacdo, utilizando o sistema de sequenciagdo “7aq
Dye-terminator cycle” (Applied Biosystems). Utilizaram-se os iniciadores
mycseq 10 e PCR-L-Link, para sequenciar a cadeia leve de cada clone e
PCR-H-Link e pUC19reverse, para sequenciar a cadeia pesada (Tabela 1).

f. Sequéncia e fonte dos anticorpos scFv especificos para TGF-p1 iniciais

Isolaram-se quatro anticorpos especificos para TGF-f1 diferentes a partir
das seleccdes, utilizando as quatro bibliotecas descritas acima. O nome de cada
clone, a sua origem e a linha germinal da sua cadeia pesada e leve sao
indicados a seguir. A sequéncia completa de genes do dominio VH dos clones
1-B2 e 31-G9 sdo dadas na Figura 1(a), juntamente com o gene do dominio VL
de scFv 31-G9.

CLONE | BIBLIOTECA FONTE LINHA GERMINAL DE VH ISOTIPO DE VL
1-B2 PBL VH3 DP49 Vcapa

1A-E5 | VH sintético VH3 DP53 Vlambda
1A-H6 | Amigdala VH3 DP50 Vlambda
31-G9 | scFv grande VH3 DP49 Vlambda

Deste modo, estes isolados iniciais foram obtidos a partir de bibliotecas
derivadas a partir de diferentes fontes - tanto genes de V naturais de humanos
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ndo imunizados, como bibliotecas sintéticas de genes de V da linha germinal
clonada, com CDR sintéticos.

2. Maturacio de afinidade dos anticorpos scFv especificos para TGF-B1 iniciais

a. Rearranjo da cadeia leve do anticorpo scFv especifico para TGF-p1, 1-B2

i. Construcao de repertérios

A cadeia pesada do clone 1-B2 foi recombinada com o repertério
completo de cadeias leves derivado dos repertérios de PBL e scFv grandes
(derivados de amigdalas). A cadeia pesada de 1-B2 foi amplificada por PCR
utilizando os iniciadores HuJh4-5For (Tabela 1) e pUC19reverse. As condicdes
de amplificacdo consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante
1 min e 72°C durante 1 min, seguido de 10 min a 72°C. O produto de PCR foi
separado através de um gel de agarose a 1%-TAE, a banda que representa o
VH amplificado foi excisada e eluida a partir do gel de agarose utilizando o

estojo Geneclean (Bio 101).

As cadeias leves de PBL e de amigdalas foram amplificadas por PCR,
utilizando os iniciadores fdetseq e uma mistura de RL1, 2 & 3 (Tabela 1). As
condicbes de amplificagdo consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min,
55°C durante 1 min e 72°C durante 1 min, seguido de 10 min a 72°C. O
produto de PCR foi separado através de um gel de agarose a 1%-TAE, a banda
que representa o VL amplificado foi excisada e eluida do gel de agarose
utilizando o estojo Geneclean (Bio 101).

Aproximadamente 50 ng de cadeia pesada de 1-B2 amplificada e 50 ng,
de cadeias leves derivadas de PBL amplificadas, ou derivadas de amigdalas,
amplificadas, foram combinados e precipitados com acetato de sdodio e etanol,
utilizando 25 pg de glicogénio como transportador. O ADN precipitado foi
sedimentado por centrifugacdo a 13 000 rpm numa microcentrifuga, seco ao ar
e ressuspenso em 26 pl de H,0. Este foi utilizado numa amplificacdo de
montagem, ap6s a adicdo de tampado de reaccdo até 1X, dNTP a 200 nM e
5 unidades de Tag polimerase. As condi¢des de amplificacdo consistiram em 20
ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C durante 1 min e 72°C durante 1 min 30 s,
seguido de 10 min a 72°C. Utilizaram-se 10 pl de cada montagem, como molde,
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numa amplificacdo de “auxilio” (de auxilio) com os iniciadores fdetseq e
pUC19reverse. As condi¢es de amplificagdo consistiram em 25 ciclos de 94°C
durante 1 min, 60°C durante 1 min e 72°C durante 1 min 30 s, seguido de
10 min a 72°C.

O produto da amplificacdo de auxilio foi separado através de agarose a
1%-TAE e a banda que representa o VH-VL de auxilio foi excisada e eluida
utilizando o estojo Geneclean. Esta foi digerida com as endonucleases de
restricdo Sfi | e Notl (NEB) e ligada (sistema de ligacao da Amersham) no vector
fagemideo pCantab 6, previamente digerido com Sfi | e Notl. O produto de
ligacdo foi utilizado para transformar células TG1 electrocompetentes,
plaqueado em placas 2YTAG e incubado durante a noite a 30°C. Geraram-se
aproximadamente 1x10° clones individuais a partir do rearranjo de cadeias
leves, da cadeia pesada de 1-B2 com as cadeias leves derivadas de PBL e
aproximadamente 1x10° para o rearranjo com as cadeias leves derivadas de

amigdalas.

ii. Seleccio de repertérios de rearranjo de cadeias leves

Os dois repertérios de rearranjos de cadeias leves foram seleccionados
quanto a anticorpos especificos para TGF-$1. As particulas de fagemideo foram
recuperadas de cada repertdrio como descrito anteriormente para as bibliotecas
iniciais. Os fagos recuperados foram previamente bloqueados durante 1h, num
volume final de 100 pi de PBS 3M. Utilizaram-se aproximadamente 10" ut de
fagos no primeiro ciclo de seleccdo e entre 10° e 10 nas selecgdes
subsequentes. Para o primeiro ciclo de selec¢do, adicionou-se TGF-B1
biotinilado numa concentracao final de 100 nM, ao fago previamente bloqueado
e incubou-se de forma estacionéria a 37°C, durante 1h.

Para cada seleccdo, separaram-se 100 ul de suspensdo de pérolas
“Dynabead” (Dynal) num magnete e as pérolas foram recuperadas e
previamente bloqueadas durante 2h em 1 ml de PBS 3M. As pérolas foram
recuperadas num magnete e ressuspensas numa mistura de fagemideo/TGF-B1
biotinilado e incubadas a temperatura ambiente durante 15 min, enquanto eram
rodadas na direccdo longitudinal. As pérolas foram capturadas num magnete e

lavadas quatro vezes com PBST, seguindo-se trés lavagens com PBS. Apéds
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cada lavagem, as pérolas foram capturadas num magnete e ressuspensas na
lavagem seguinte. Finalmente, metade das pérolas foram ressuspensas em 10
pl de DTT 50 mM (a outra metade das pérolas foi armazenada a 4°C como
reserva) e incubadas & temperatura ambiente durante 5 min. A suspenséo total
de pérolas foi entdo utilizada para infectar 5 ml de células TG1 em crescimento
na fase logaritmica. Estas foram incubadas a 37°C de forma estaciondria,
durante 16 min, e em seguida com agitacdo moderada durante 45 minutos,

plaqueadas em placas de 2YTAG e incubadas durante a noite a 30°C.

As coldnias foram raspadas das placas para 10 ml de caldo 2YT e
adicionou-se glicerol a 15% (v/v) para armazenamento a -70°C. Utilizou-se uma
aliqguota de 250 pl de cada raspagem de placas para inocular 2YTAG e as
particulas de fagemideo foram recuperadas como descrito anteriormente. Para
cada repertorio, realizaram-se trés ciclos de selecgao, utilizando TGF-B1
biotinilado, essencialmente de forma idéntica ao primeiro ciclo de selecgao
descrito acima. Todas as seleccdes foram com TGF-31 100 nM, excepto o
terceiro ciclo de seleccdo do repertério de cadeias leves derivado de amigdalas,
em que a concentracdo de TGF-B1 biotinilado na seleccdo foi reduzida para
50 nM.

ii. ldentificacdo de anticorpos scFv especificos para TGF-B1 a partir_de

repertérios de rearranjos de cadeias leves

Os anticorpos scFv especificos para TGF-B1 foram identificados por
ELISA tanto em fagos, como em solugdo, e sequenciados, como descrito
anteriormente. Identificaram-se trés novos anticorpos scFv especificos para
TGF-p1, dois com cadeias leves derivadas de PBL e um com uma cadeia leve
derivada de amigdala. Todos os trés tinham a sequéncia da cadeia pesada de
1B2 (DP49), descrita anteriormente. As sequéncias estdo resumidas a seguir e
a sequéncia completa de cada gene do dominio VL é dada na Figura 1(b).

CLONE FONTE DE VL | LINHA GERMINAL DE VH ISOTIPO DE VL
7-A3 PBL DP49(1B2) Vcapa

10-A6 PBL DP49(1B2) Viambda
14-A1 Amigdala DP49(1B2) Vlambda
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Assim, o dominio VH de 1B2 derivado da biblioteca de PBL pode ser
combinado com os dominios VL derivados de ambas as bibliotecas, de PBL e de
amigdalas.

b. "Picagem” de CDR3 do anticorpo scFv especifico para TGF-p1, 1B2

i. Construcio do repertério "picado"

Sintetizou-se primeiro um iniciador oligonucleotidico, 84mero
mutagénico, 1B2 mutVHCDR3 (veja-se Tabela 1). Este iniciador foi "picado" a
10%: i.e. em cada posicdo de nucleétido existe 10% de probabilidade de se vir
a incorporar um nucledtido ndo progenitor. A cadeia pesada de 1-B2 foi
amplificada por PCR utilizando os iniciadores pUC19reverse e 1B2 mutVHCDRS.
As condicées de amplificagdo consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min,
55°C durante 1 min e 72°C durante 1 min, seguido de 10 min a 72°C. O
produto de PCR foi separado através de um gel de agarose a 1%-TAE, a banda
que representa o VH amplificado foi excisada e eluida do gel de agarose
utilizando o estojo Geneclean (Bio 101).

A cadeia leve de 1B2 progenitora foi amplificada por PCR, utilizando os
iniciadores fdtetseq e RL3 (Tabela 1). As condigdes de amplificagdo consistiram
em 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min e 72°C durante
1 min, seguido de 10 min a 72°C. O produto de PCR foi separado através de
um gel de agarose a 1%-TAE, a banda que representa o VL amplificado foi
excisada e eluida do gel de agarose, utilizando o estojo Geneclean (Bio 101).

Aproximadamente 50 ng de cadeia pesada de 1-B2 "picada”, ampilificada,
e 50 ng de cadeia leve de 1-B2 progenitora, amplificada foram combinados e
precipitados com acetato de soédio e etanol, utilizando 25 pg de glicogénio
como transportador. O ADN precipitado foi sedimentado por centrifugacao a
13 000 rpm numa microcentrifuga, seco ao ar e ressuspenso em 26 pl de H,0.
Este foi utilizado numa amplificacdo de montagem, ap6s a adigdao do tampao de
reaccdo até 1X, dNTP a 200 nM e 5 unidades de Taq polimerase. As condicbes
de amplificacdo consistiram em 25 ciclos de 94°C durante 1 min, 65°C durante
4 min. Utilizaram-se cinco pl de cada montagem como molde, numa

amplificacdo de auxilio com os iniciadores fdtetsea e pUC19reverse. As
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condicdes de amplificacdo consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min,
55°C durante 2 min e 72°C durante 1 min, seguido de 10 min a 72°C.

O produto da amplificagéo de auxilio foi separado através de agarose a
1%-TAE e a banda que representa o VH-VL "picado” de auxilio foi excisada e
eluida utilizando o estojo Geneclean. Este foi digerido com as endonucleases de
restricdo Sfi | e Not | (NEB) e ligado (sistema de ligacao da Amersham) num
vector fagemideo pCantab 6, previamente digerido com Sfil e Not I. O produto
de ligacdo foi utilizado para transformar células TG1 electrocompetentes, que
foram plagueadas em placas de 2YTAG e incubadas durante a noite a 30°C.
Geraram-se aproximadamente 4x10° clones individuais a partir desta "picagem”
de CDR3 de VH, do CDR3 de VH de 1-B2.

ii. Seleccdo de repertérios de "picagem” de CDR3 de 1B2

O repertério foi seleccionado quanto a novos anticorpos scFv especificos
para TGF-B1 por meio de um ciclo de prospeccdo em TGF-$1 1 pg/ml, seguido
de dois ciclos de seleccdo com TGF-B1 biotinilado a 50 nM, utilizando os

métodos anteriormente descritos.

iii. ldentificacdo de anticorpos scFv especificos para TGF-B1, a partir do

repertério de "picagem” de CDR3 de 1B2

Os anticorpos scFv especificos para TGF-f1 foram identificados por
ELISA tanto em fagos, como em solucdo, e sequenciados, como anteriormente
descrito. O clone 27C1 foi isolado a partir do repertério "picado”. Este é
virtualmente idéntico ao clone 1B2 mas com trés diferencas no CDR3 de cadeia
pesada. A sequéncia completa do clone 27C1 é apresentada na Figura 1(c). O
dominio VH de 27C1 foi combinado com o dominio VL de 10A6 na construcéo
do anticorpo completo 1gG4 27C1/10A6 (exemplo 2). As propriedades deste
anticorpo sdo descritas em maior pormenor nos exemplos 2 a 6. Além do 27C1,
isolaram-se um grande nimero de outros anticorpos, em que até 7 dos 14
aminoacidos diferem no CDR3 do dominio VH (Figura 3). Estes tinham uma
preferéncia similar para se ligar a TGF-B1, em relagéo ao TGF-p2.
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3. Identificacdo e caracterizacdo de anticorpos contra o TGF-B2 humano por

seleccdo de repertdrios de anticorpos em fagos nativos e sintétios

a. Inducdo de bibliotecas de anticorpos em fagos

Seleccionaram-se dois repertérios de anticorpos em fagos diferentes, para
anticorpos contra o TGFB-2. Os repertérios de VH sintétios (Nissim et al.,
1994) e de amigdala s {construidos como descrito anteriormente) foram, cada
um, tratados como descrito para o TGF-B1, para recuperar as particul as de

fagemideo .

b. Prospeccdo d a biblioteca de anticorpos em fagos em TGF-B2

Os fagos induzidos dos dois repertérios foram, cada um, separadamente
prospectado em TGF-p2, como descrito anteriormente para o TGF-f1, mas

utilizando TGF-B2 0,5 pg/ml, como antigéno de revestimento.

c. ldentificacdo e sequenciacdo d e anticorpos scFv especificos para TGF-B2.

As colénias individuais do terceiro e quarto ciclos de seleccd o foram
pesquisadas, por ELISA quer em fagos, quer em solucdo, como descrito
anteriormente para o TGF-B1, mas utilizando placas de microtitulo flexiveis
revestidas com TGF-B2 a 0,2 pg/ml, em vez de TGF-f1. Os clones foram
seleccionados para posterior andlise, quando o sinal de ELISA gerado na placa
revestida com TGF-B2 era pelo menos o dobro do produzido na placa nao
revestida. Para o ELISA de especificidade, como descrito anteriormente para
TGF-B1, os clones foram considerados especificos para TGF-$2, quando o sinal
de ELISA gerado no poco revestido com TGF-B2 era pelo menos cinco vezes

maior do que o sinal em qualquer dos pogos de TGF-f1, BSA ou néo revestido .

d. Sequénca e fonte de anticorpos scFv especificos para TGF-B-2 iniciais

Isolaram-se quatro anticorpos especificos para TGF-p2 diferentes a partir
das seleccoes, utilizando as duas bibliotecas descritas acima. O nome de cada

clone, a sua origem e a linha germinal da sua cadeia pesada e leve sdo dadas a
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seguir. A sequéncia completa dos genes do dominio VH de 2A-H11 e 2A-A9

sdo dadas na Figura 2 (a).

CLONE BIBLIOTECA LINHA GERMINAL DE VH | ISOTIPO DE VL
FONTE

1-G2 Amigdala

1-N6 Amigdala DP49

2A-H11 VH sintético DP50 Vlambda

2A-A9 sintético DP46 Viambda

Gold-11 scFv grande Vlambda

Assim, isolaram-se, anticorpos humanos que se ligam ao TGF-2 humano
de diferentes fontes - tanto genes de V naturais de humanos nao humanizados,
como bibliotecas sintéticas de genes de V da linha germinal clonada,

juntamente com CDR sintéticos.

4. Rearranjo de cadeias leves dos anticorpos scFv especificos para TGF-p2
2A-H11 e 2A-A9

a. Construcao de repertérios

As cadeias pesadas dos clones 2A-H11 e 2A-A9 foram recombinadas
com o repertério completo de cadeias leves derivado a partir dos repertérios de
PBL e scFv grande (derivado de amigdalas), como descrito anteriormente para o
anticorpo scFv especifico para TGF-$1, 1-B2. Ambos os repertérios gerados a
partir da recombinagdgo com o repertério de cadeias leves de PBL eram
aproximadamente 1x10°, os gerados a partir da recombinacdo com o repertério

de cadeias leves de amigdalas eram aproximadamente 1x1 0°.

b. Seleccio de repertérios de rearranjo de cadeias leves

Os repertérios de rearranjo de cadeias leves foram seleccionados para os
anticorpos especificos para TGF-B2 utilizando TGF-p2 biotinilado, como descrito
anteriormente para a seleccéo dos repertorios de rearranjo de cadeias leves de
TGF-p1. Em ambos o primeiro e segundo ciclos de seleccdo, utilizou-se uma
concentracdo de 100 nM para o TGF-2 biotinilado. No terceiro ciclo de
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seleccdo do repertério de rearranjo de cadeias leves, derivado de PBL,
utilizou-se TGF-p2 biotinilado nas concentracées de 100 nM e 1 nM. Para o
terceiro ciclo de seleccdo do repertério de rearranjo de cadeias leves, derivado
de amigdalas, utilizou-se o TGF-B2 biotinilado, numa concentragao de 50 nM.

c. ldentificacdo dos anticorpos scFv especificos para TGF-B2 a partir de

repertdrios de rearranjo de cadeias leves

identificaram-se os anticorpos scFv especificos para TGF-2 por ELISA
quer em fagos, quer em solucdo, e sequenciaram-se, como anteriormente
descrito. Identificaram-se 5 novos anticorpos scFv especificos para TGF-B2. As

sequéncias estdo resumidas a seguir e a sequéncia completa para cada clone é
dada na Figura 2(b)

CLONE FONTE DE VL | LINHA GERMINAL DE VH ISOTIPO DE VL
6-H1 PBL DP50(2A-H11) Vcapa

6-A5 PBL DP50(2A-H11) Viambda
6-B1 PBL DP50(2A-H11) Viambda
11-E6 PBL DP46(2A-A9) Vcapa
14-F12 Amigdala DP46(2A-A9) Viambda

d. Determinacio da especificidade por ELISA

Os clones identificados como se ligando ao TGF-$2, em vez de a um
poco ndo revestido, como descrito acima, foram posteriormente analisados
quanto a especificidade fina. O ELISA de especificidade foi realizado utilizando
scFv quer exibido num fago, quer em solugdo, como descrito acima, excepto
que se inocularam 5 ml de meios em tubos Falcon de 50 ml com cada clone e
se cresceram para gerar o scFv em tagos, ou solavel, utilizado no ELISA. Os
pocos das placas de microtitulo foram revestidos com 50 ul, de TGF-B1 a
0,2 pg/ml, TGF-B2 a 0,2 pg/ml, albumina de soro bovino (BSA) a 10 pg/ml ou
PBS (poco nido revestido). Apés o bloqueio prévio tanto do fago (ou do scFv
soliivel) como das placas de microtitulo, adicionaram-se 50 ul de fago
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bloqueado (ou scFv soluvel) de cada clone a um pogo revestido, com TGF-1,
TGF-p2, BSA ou a um poco néo revestido. Tal como acima, a actividade de
fosfatase alcalina foi visualizada utilizando, ou o substrato cromogénico pNPP
(Sigma), ou o sistema Ampak (Dako). Os clones foram considerados especificos
para TGF-p2 quando o sinal de ELISA gerado no poco revestido com TGF-B2 era
pelo menos cinco vezes maior do que o sinal em qualquer dos pocos de TGF-B1,
BSA ou ndo revestido. A reactividade cruzada com antigénios nédo relacionados
foi determinada de forma mais extensa para o anticorpo anti-TGF-B2 no formato
de anticorpo completo, veja-se exemplo 2. Também se verificou que a
reactividade cruzada de 1gG4 6B1 e 1gG4 6A5 com TGF-B1 e TGF-B3 (obtidos
de R&D Systems, Abingdon) é muito baixa.

e. Determinacdo de especificidade por BIACore™

Também se mostrou que os anticorpos eram especificos para TGF-B2, em
comparacdo com o TGF-f1, por ligacdo relativa aos chips sensores BIACore,
revestidos com o antigénio adequado. O TGF-B1 e o TGF-B2 foram imobilizados
por acoplamento de amina a chips sensores Biosensor CM5 (Pharmacia), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os fragmentos Fv de uma sO cadeia
(35 ul; purificados por cromatografia de afinidade de metal imobilizado) foram
injectados sobre o antigénio imobilizado a um caudal de 5 pl/min. A quantidade
de TGF-p ligado foi determinada como o aumento total em unidades de
ressonancia (UR) durante este periodo. Para os fragmentos Fv de uma sé cadeia
6H1, 6A5 e 14F12, estes fragmentos deram um total de 686, 480 e 616 UR,
respectivamente, para o chip sensor revestido com TGF-B1 e 77,71 e 115 UR,

respectivamente, para o chip revestido com TGF-B2.

5. Construcdo de neutralizantes biolégicos anti-TGF-f1 com maior afinidade

a. Recombinacdo de cadeias pesadas derivadas de scFv anti-TGF-B1 _de alta

afinidade, com_cadeias leves derivadas de scFv_anti-TGF-B1 e anti-TGF-$2.

apresentando boas propriedades

Os anticorpos derivados por "picagem” de CDR3 do anticorpo scFv, 1-B2
(seccdo 2b) ligam-se ao TGF-B1 com uma afinidade elevada. Para melhorar a

hipotese de obter anticorpos neutralizantes de afinidade elevada, decidiu-se
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proceder a um rearranjo de cadeias de VH derivadas dos scFv anti-TGF-B1 de
afinidade elevada, com VL derivadas de clones de scFv com propriedades
promissoras e particularmente com aquelas capazes de neutralizar a actividade
do TGF-B2 in vitro.

As cadeias pesadas foram amplificadas por PCR a partir de repertérios de
clones de 1-B2 com CDR3 “picada”, apés selecgdo em TGF-B1 (seccédo 2a.ii),
utilizando os iniciadores pUC19reverse e PCR-H-Link (Tabela 1). As condicdes
de amplificagdo consistiram em 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante
1 min e 72°C durante 1 min, seguido de 10 min a 72°C. O produto de PCR foi
separado por meio de um gel a agarose a 1%-TAE, a banda que representa a
VH amplificada foi excisada e eluida do gel de agarose, utilizando o estojo
Geneclean (Bio 101).

As cadeias leves foram amplificadas separadamente por PCR de cada um
dos neutralizantes especificos anti-TGF-31 (7-A3, 10-A6 e 14-A1; secgdo 2a.iii)
e cada um dos neutralizantes especificos anti-TGF-B2 (6H1, 6A5, 6B1, 11E6 e
14F-12); seccdo 4c) utilizando os iniciadores fdtetseql e PCR-L-Link (Tabela 1).
Utilizaram-se as mesmas condi¢cées de PCR que as descritas para a amplificacéo
de VH. Cada VL, produto de PCR, foi entdo purificada separadamente por meio
de um gel agarose a 1%-TAE, como descrito acima. Os produtos purificados
foram finalmente misturados em quantidades aproximadamente equimolares
(estimado a partir de um gel de agarose analitico) para se obter um "banco" de
VL.

Combinaram-se aproximadamente 50 ng de cadeias pesadas amplificadas
e 50 ng de cadeias leves reunidas amplificadas e precipitou-se com acetato de
sédio e etanol, utilizando 25 pg de glicogénio como transportador. O ADN
precipitado foi sedimentado por centrifugacdo a 13 000 rpm numa
microcentrifuga, seca ao ar e ressuspensa em 23 pl H,0. Este foi utilizado numa
amplificacdo de montagem, apds a adicdo de tampdo de reaccdo, dNTP até
200nM e 5 unidades de Taqg polimerase. As condicdes de amplificacao
consistiram em 20 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min e 72°C
durante 2 min, seguido de 10 min a 72°C. Utilizaram-se 5 pl da montagem
como molde, numa amplificacdo de auxilio de 50 ul, com os iniciadores fdtetseq

e pUC19reverse. As condigdes de amplificacdo consistiram em 30 ciclos de
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94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min e 72°C durante 2 min, seguido de 10
min a 72°C.

O produto da amplificacdo de auxilio foi separado através de agarose a
1%-TAE e a banda que representa o VH-VL de auxilio foi excisada e eluida
utilizando o estojo Geneclean. Este foi digerido com as endonucleases de
rostricdo Sfi| e Not | (NEB) e ligado ao vector fagemideo pCantab 6 (McCafferty
et al., 1994 supra), previamente digerido com Sfl e Notl, utilizando o sistema
de ligacdo da Amersham. O produto de ligacdo foi utilizado para transformar
células TG1 electrocompetentes, que foram plagueadas em placas de 2YTAG e
incubadas durante a noite a 30°C. Gerou-se um repertério de aproximadamente
3x10° clones individuais.

b. Seleccao de repertério de rearranjo de cadeias

O repertério de rearranjo de cadeias foi seleccionado através de um unico
ciclo de prospeccdo em TGF-B1 (1 pg/ml), como anteriormente descrito

(seccdo 1b).

c. ldentificacdo de anticorpos scFv especificos para TGF-31

Os anticorpos scFv especificos para TGF-B1 foram identificados por
ELISA em fagos e sequenciados como descrito anteriormente (secgbes 1d.i e
1e). Identificaram-se novos anticorpos scFv especificos para TGF-B1.
Isolaram-se cinco novos clones de afinidade elevada - CS32 que compreende
VH de 31G9 e VL de 7A3; CS39 que compreende VH de 31G9 e VL de 6H1;
CS37 que compreende VH de 31G9 e VL de 11E6 com uma substituicéo de Val
por lle no residuo 2 (sequéncia de VL apresentada na Figura 14); CS35 que
compreende a cadeia pesada de 31G9 com substituicoes de Gin por Glu no
residuo 1, Glu por Gin no residuo 5 e VL de 14F12; e CS38 que compreende
VH de 31G9 com substituicdes de GIn por Thr no residuo 3, Gln por Glu no
residuo 5, Phe por Leu no residuo 27, Asn por lle no residuo 56 e Gin por Arg
no residuo 105 e VL de 6A5.
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d. Determinacio da velocidade na dissociacdo para fragmentos Fv de uma _sé
cadeia que se ligam a TGF-B1 e TGF-$2

As velocidades na dissociacdo para a ligacdo a TGF-p1 ou TGF-B2, dos
fragmentos Fv de uma sé cadeia descritos neste exemplo foram determinadas
como descrito por Karlsson et al., (R. Karlsson et al., J. Immunol. Methods 145,
229-240, 1991). Os resultados obtidos séo apresentados na Tabela 2,
juntamente com as constantes de dissociacdo para aqueles em que foram
determinadas. Estes resultados indicam que se isolaram anticorpos de afinidade

elevada.
6. Identificacdo e caracterizacdo de um anticorpo que reage de forma cruzada
com ambos os TGF-B1 e TGF-f2 humanos, mas ndo com TGF-B3 humano, por

seleccdo de um repertorio de scFv grandes.

a. Prospeccio da_biblioteca e ldentificacéo de ligantes

A biblioteca de scFv grandes (descrita anteriormente) foi induzida, as
particulas de fagemideo foram recuperadas e prospectadas como descrito
anteriormente, com as seguintes modificacGes. Para o primeiro ciclo de
prospecgdo, utilizaram-se 10'2 ut fagos da biblioteca em 0,5 mi de PBS (em vez
dos 2 ml standard), para o segundo ciclo utilizaram-se 3,5x10° fagos em 0,5 ml
de PBS. O imuno-tubo foi revestido com 10 pug de TGF-f2 em 0,5 ml de PBS
para ambos o primeiro e segundo ciclos de seleccdo. As coldnias individuais da
segunda selecgao foram pesquisadas por ELISA utilizando TGF-p1 0,2 pg/ml.
Os clones que se ligam a TGF-B1 foram adicionalmente pesquisados quanto a
TGF-p2, TGF-B3, BSA e PBS. Os clones eram considerados especificos tanto
para TGF-B1 como para TGF-B2, quando os sinais de ELISA gerados nos pocos
revestidos com TGF-p1 e TGF-p2 eram ambos, pelo menos cinco vezes maiores

do que o sinal num pogo de TGF-B3, BSA e nao revestido.

c. ldentificacdo de um_anticorpo scFv _que reage de forma cruzada com
TGF-B1/TGF-B2

Foi identificado um Gnico anticorpo scFv especifico para ambos, TGF-f1 e

TGF-B2, por ELISA quer em [agus, guer em solugdo, e este foi sequenciado
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como descrito anteriormente. A sequéncia completa do dominio VL do gene do
anticorpo VT37 é dada na Figura 4. A constante de dissociacdo deste anticorpo
Fv de uma s6 cadeia foi estimada em 4 nM para TGF-f1 e 7 nM para TGF-p2,
por andlise utilizando BIACore™. Também se determinou a existéncia de
reaccdo cruzada com TGF-B3. O scFv VT37 purificado, a 8,3 pg/ml, foi passado
sobre chips sensores BIACore™, revestidos com TGF-B1 (600 UR revestida);
TGF-B2 (450 UR revestida) ou TGF-B3 (6500 UR revestida). A resposta relativa
para a ligagdo de ScFv VT37 foi: TGF-B1 - 391 UR ligado; TGF-f2 - 261 UR
ligado ou TGF-B3 — 24 UR ligado. Assim, este anticorpo liga-se fortemente a
TGF-B1 e TGF-B2 mas a ligacdo a TGF-B3 ndo é detectavel acima do ruido de

fundo.
EXEMPLO 2
Construcédo de linhas celulares que expressam anticorpos completos

Para a construcdo de linhas celulares que expressam anticorpos 1gG4,
clonaram-se os dominios varidveis em vectores que expressam a regiao
constante gama 4 humana, para os dominios VH ou as regides constantes capa

ou lambda humanas, para os dominios VL.

Para construir o anticorpo completo, 1gG4 27C1/10A6 (especifico para
TGF-B1 ), preparou-se ADN de VH de 27C1 a partir do clone isolado acima, no
exemplo 1. O gene de VH foi amplificado por PCR utilizando os oligonucleétidos
VH3BackSfiEu e VHJHB6ForBam (Tabela 1) com ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
55°C, 1,5 min a 72°C. Apds digestdo com Sfil e BamHI, o gene de VH foi
clonado no vector vhcassette2 (Figura 5) digerido com Sfil e BamHl. O ADN
ligado foi transformado em E. coli TG1. Obtiveram-se coldnias resistentes a
ampicilina e as que contém a insercdo correcta foram identificadas por
sequenciagdo de ADN.

Preparou-se ADN plasmidico a partir destas colénias e o ADN foi digerido
com Hindlll e BamHi. O fragmento de restricdo Hindlll-BamHI foi ligado no
vector de expressdo da cadeia pesada de 1gG4 humana, pG4D100 (Figura 6),
que tinha sido digerido com Hindlll e BamHl e o ADN foi transfectado em E.coli
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verificada por‘sequenciagéo de ADN.

Para a cadeia leve, o gene de VL de 10A6, isolado no exemplo 1, foi
primeiro submetido a mutagénese, para remover o seu local BamHI interno,
utilizando mutagénese dirigida ao local (Amersham RPN1523) com o
oligonucleétido DeltaBamHI (Tabela 1). O gene de VIL.DBamH1 resultante foi
amplificado por PCR utilizando os oligonucledtidos VA3/4BackEuApa e
HuJAi2-3ForEuBam (Tabela 1). Apés digestdo da insercdo amplificada com
Apall e BamHI, o gene de VL foi clonado no vector vicassatteCAT1 (Figura 7),
digerido com Apall e BamHI. O ADN ligado foi transformado em E.coli TG1.
Obtiveram-se colénias resistentes a ampicilina e as que continham a insercéo

correcta foram identificadas por sequenciagcdo de ADN.

Preparou-se ADN plasmideo a partir destas colénias e o ADN foi digerido
com Hindlll e BamHIl. O fragmento de restricdo Hindill-BamHI que contém a
sequéncia de comendo e o dominio VL foi ligado no vector de expressdo da
cadeia leve lambda humana, pLN10 (Figura 8), que tinha sido digerido com
Hindlll e BamHI. Apés electroporacdo, os transformantes em E. coli foram
verificados por sequenciacdo de ADN.

Preparou-se ADN plasmideo a partir do clone pG4D100-27C1 e do clone
pLN10-10A6. Este ADN foi entdo co-transfectado em células de ovério de
hamster chinés (CHO) DUKXB11, por electroporacdo (290V; 960 pF). As
células foram em seguida crescidas durante 2 dias em meio n&o selectivo
(alfa-MEM mais nucledsidos). As células foram em seguida transferidas para um
meio selectivo (alfa-MEM mais 1 mg/m! de G418 sem nucledsidos) e crescidas
em placas de 96 pogos. As colénias foram entéo transferidas para placas de 24
pocos e as amostras foram ensaiadas por ELISA sanduiche, quanto ao anticorpo
IgG4 humano montado e por ligacdo a TGF-f1 em ELISA (como no exemplo 1).
Para o ELISA sanduiche, revestiu-se a placa de ELISA com IgG anti-humano de
cabra e o IgG4 humano capturado foi detectado utilizando a cadeia leve lambda
anti-humana de cabra, conjugada com fosfatase alcalina. As linhas celulares de
expressdo elevada foram entdo derivadas por amplificacéo dos genes inseridos,
utilizando seleccdo na presenca de metotrexato (R.J. Kaufman, Methods
Enzymol. 185 537-566, 1990).
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O anticorpo completo 1gG4 6H1 (especifico para TGF-B2) foi construido
de um modo semelhante ao da construcéo de IgG4 27C1/1 OA6 acima descrita.
O gene VH de 6H1 (exemplo 2) foi clonado em pG4D100, como descrito acima
para 27C1, excepto que a amplificacdo por PCR foi realizada com os
oligonucleétidos VH3BackSfiku e VHJH1-2FORBam. O gene de VL de 6HI1
(exemplo 2) foi subclonado em vlcassetteCAT1 como acima, excepto gue a
amplificacdo por PCR foi realizada com os oligonucleétidos Vk2BackEuApa e
HuJk3FOREuBam. No entanto, uma vez que VL de 6H1 é uma cadeia leve capa,
o fragmento Hindlll-BamHI foi subclonado no vector de expressdo da cadeia
leve capa humana, pKN100 (Figura 9), que tinha sido digerido com Hindlll e
BamHI. Isolaram-se entdo linhas celulares de expressdo elevada como descrito
acima. Os clones que expressam o anticorpo foram identificados a partir de
placas de cultura por ELISA sanduiche quanto ao conjugado de anticorpo 19G4
humano montado (detectado utilizando conjugado de cadeia leve capa
anti-humana de cabra e por ligagdo a TGF-p2 em ELISA (como no exemplo 2).

Para construir os anticorpos completos igG4 6A5 e IgG4 6B1, utilizou-se
a mesma construcio de VH de 6H1 em pG4D100 que para IlgG4 6H1, uma vez
que estes anticorpos tém todos o mesmo gene de VH. Os genes 6B1 e 6A5
foram, cada um subclonados em vicassatteCAT1 como acima descrito para a
cadeia leve de 10A6, excepto que a amplificagédo por PCR foi realizada com os
nucleétidos VA3backeuApa e HuJA2-3forEuBam. O fragmento de restricao
Hindlll-BamH! foi entdo subclonado em pLN10 como descrito acima. Os clones
que expressam o anticorpo foram identificados a partir das placas de cultura por
ELISA sanduiche quanto ao anticorpo IgG4 humano montado (detectado
utilizando conjugado de cadeia leve capa anti-humana de cabra e por ligacdo a
TGF-p2 em ELISA (como no exemplo 2).

Propriedades das construgées de anticorpos completos

Purificacdo de anticorpos completos

O sobrenadante isento de soro de células CHO que produzem o igG
relevante foi clarificado por centrifugacdo a 8000 rpm (Beckman JS2-21) antes
da purificacio. O sobrenadante foi aplicado numa coluna de afinidade
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pré-compactada HiTrap, com proteina A-Sepharose de Pharmacia, de 1 ou 5 ml,
com capacidades de ligacdo de 25 ou 120 mg, respectivamente. Cada IgG tinha
uma coluna dedicada, para evitar qualquer potencial arrastamento de material
de uma purificagdo para outra. A coluna foi equilibrada com solugéo salina
tamponada com fosfato (PBS), com dez volumes de coluna de 1xPBS, antes de
se aplicar o sobrenadante. Apds todo o sobrenadante ter sido aplicado a coluna
a um caudal de 2-4 ml/minuto, mais uma vez, dependendo do tamanho da
coluna, a coluna foi lavada com dez volumes de coluna de 1xPBS para remover
qualquer material ligado de forma nao especifica. A eluicdo da proteina ligada
foi conseguida utilizando acetato de sédio 0,1 M, ajustado para pH 3,3 com
acido acético glacial. O material eluido foi recolhido em 8 fraccoes de 1,5 ml de
volume e a quantidade de proteina foi determinada por medicdo da absorvancia
a 280 nm e multiplicando este valor por 0,7, para se obter o valor em mg/ml.
Este foi entdo neutralizado com 0,5 ml de Tris-HCl 1M pH 9,0 por fraccéo de
1,5 ml e as fraccdes contendo proteina foram reunidas e dialisadas contra
1xPBS para permutar o tampéo de 1gG. A coluna foi acertada de novo para pH
neutro, fazendo correr 10 volumes de coluna de 1xPBS e esta foi armazenada

em 20% de etanol como conservante, até ser novamente necessaria.

Analisou-se de seguida uma amostra em SDS-PAGE a 10-15% (Phast
system, Pharmacia) e corou-se com prata. Isto permitiu determinar a pureza da
preparacdo de lgG. Verificou-se que esta era normalmente de cerca de 80-90%

com apenas algumas outras bandas proeminentes visiveis no gel corado.

Especificidade de ligacédo por ELISA

Mostrou-se que os anticorpos IlgG4 6B1 e 6A5 se ligavam a TGF-B2 com uma
reactividade cruzada com TGF-1 e TGF-3 muito baixa e sem reactividade
cruzada, detectavel, com vérios antigénios n&o especificos: interleucina-1;
linfotoxina humana (TNFb); insulina humana; albumina de soro humano; ADN de
cadeia simples; oxazolona-albumina de soro bovino ; hemocianina de lapa do
género Fissurella; inibidor de ftripsina da clara do ovo de galinha;
quimiotripsinogénio;  citocromo  c; gliceraldeido fosfato desidrogenase;
ovalbumina; lisozima de ovo de galinha; albumina de soro bovino e factor a de
necrose tumoral - (TNFa) (Figura 13(a)a e (b)) - Igualmente, os anticorpos 1gG4
6B1, 6A5 e 6H1 ligaram-se fortemente a TGF-B2 que revestia um chip sensor
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BIACore™, mas ndo se ligaram significativamente a chips revestidos com
TGF-p1 ou TGF-B3.

Propriedades de ligacédo de anticorpos completos por BIACore™

As constantes de afinidade dos anticorpos acima foram determinadas por
BIACore™, utilizando o método de Karlsson et al., J. Immunol. Methods 145,
299-240, 1991 (supra) e verificou-se que eram aproximadamente 5 nM para
IgG4 27C1/10A6 para TGF-B1 e 2 nM para IgG4 6H1 para TGF-B2. O anticorpo
IgG4 27C1/10A6 também apresenta alguma reactividade cruzada com TGF-p2
que revestia chips Biosensor, mas a constante de dissociacdo &
aproximadamente dez vezes, ou mais, superior para TGF-B2 em comparagao
com TGF-p1. N&o se observou nenhuma reaccdo cruzada significativa com

lisozima que revestia um chip sensor BIACore™.

A neutralizacdo e a inibicdo de ligagéo a radiorreceptores por anticorpos
IgG4 contra TGF-B1 e TGF-B2 é descrita nos exemplos 3e4.

EXEMPLO 3

Neutralizacdo por anticorpos do efeito inibidor de TGF-B1 e TGF-f2 na
proliferacdo celular

A actividade neutralizante dos anticorpos descritos nos exemplos 1 e 2
foi testada numa modificacdo de um bioensaio para TGF-B, como descrito por
Randall et al., (1993) J. Immunol Methods 164, 61-67. Este ensaio baseia-se
na capacidade do TGF-B1 e do TGF-B2 inibirem a proliferagcao induzida por

interleucina-5, da linha celular de eritroleucemia, TF1 sendo possivel inverter
esta inibicdo com anticorpos especificos para TGF-p.

Método

Células e manutencao

A linha celular de eritroleucemia humana, TF1, foi crescida em meio RPMI
1640 suplementado com 5% de soro fetal de vitela, penicilina/eslreptomicina e
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rhGM-CSF 2 ng/ml numa incubadora humidificada contendo 5% de CO, a 37°C.
As culturas foram passadas quando atingiram uma densidade de 2x10%/ml e
diluidas até uma densidade de 5x10°/ml.

Citéquinas e anticorpos

O rhGM-CSF e o rhiL-6 foram obtidos de R&D Systems, o rhTGF-B, foi
obtido de AMS Biotechnology. O anticorpo anti-TGF-B2 de coelho era de R&D
Systems e 0 anti-TGF-B, ,; de ratinho era de Genzyme. Os outros anticorpos

contra TGF-B2 eram como descrito nos exemplos 1&2.

Titulacéo da inibicdo da proliferacdo por TGF-$2

Prepararam-se diluigdes de duplicacdo de TGF-p2 (800 pM - 25 pM) para
a construcdo de uma curva de dose-resposta, numa placa de microtitulo estéril,
em 100 pl de meio RPMI 1640 contendo 5% de soro fetal de vitela e

antibiéticos. Todas as diluicdes foram realizadas pelo menos em quadruplicado.
Também se incluiram outros pocgos contendo 100 pl do meio acima descrito,

para os controlos de reagentes e de apenas células.

As células TF1 foram lavadas duas vezes em meio RPMI 1640 isento de
soro e ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal
de vitela, penicilina 100 U/mi e estreptomicina 100 pg/ml e rhiL-5 4 ng/ml, a
uma densidade de 2,5x10°/ml. Adicionaram-se aliquotas de 100 pl as séries de
diluicdes previamente preparadas e a placa foi incubada durante 48h numa
incubadora humidificada, contendo 5% de CO, a 37°C.

A proliferacdo celular foi medida colorimetricamente por adicdo de 40 pl
de substrato CellTiter96 (Promega), recolocando a placa na incubadora mais 4h
e determinando, por fim, a absorvancia a 490 nm. Calculou-se entéo a
percentagem de inibicdo para cada concentracdo de TGF-B2, em comparacao

com os pocos contendo apenas células.
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Ensaio para a neutralizacdo da actividade inibidora de TGF-B2 por_anticorpos

anti-TGF-32

A neutralizacio de TGF-p2 foi determinada fazendo diluicoes de
duplicacdo de cada anticorpo purificado em 100 pl de meio, como acima.
Adicionou-se TGF-p2 a cada diluicdo de anticorpo para se obter uma
concentracao final equivalente & que originou 50% de inibicdo na titulagéo
acima descrita. Preparou-se cada diluigdo em quadruplicado. Prepararam-se
pocos adicionais de controlo, contendo apenas anticorpo, apenas células e
reagente. A preparacdo de células e a determinacdo da proliferacdo celular

foram realizadas como acima descrito.

Resultados

Verificou-se que o TGF-B2 inibe a proliferacéo de células TF1 em 50% a
uma concentracdo de 50 pM. Esta concentracdo foi utilizada para todas as

experiéncias de neutralizacéo.

Estes ensaios mostraram que a actividade de TGF-B2 foi neutralizada de
um modo dependente da dose tanto para os fragmentos scFv (figura 10) como
para os anticorpos lgG4 completos (figura 11). A concentragdo de anticorpo
que originou 50% de inibicdo foi determinada a partir dos graficos e é

apresentada na Tabela 4.

EXEMPLO 4
Inibicdo por anticorpos de TGF-§ que se liga a receptores, medida num ensaio
com radiorreceptores

Expressaram-se e purificaram-se fragmentos Fv de uma s6 cadeia e
anticorpos 1gG4 completos de diferentes clones e mediu-se a sua capacidade
para inibir a ligagdo de TGF-$ a receptores, num ensaio com radiorreceptores.

Purificacdo de scFv

Os scFv que contém uma cauda de poli-histidina s&o purificados por

cromatografia de afinidade com metal imobilizado. O clone bacteriano que
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contém o plasmideo adequado é inoculado em 50 ml de meio 2TY contendo
glucose a 2% e ampicilina 100 pg/ml (2TYAG) e crescido durante a noite a
30°C. No dia seguinte, a cultura é adicionada a 500 ml de 2TYAG pré-aquecido
e crescida a 30°C durante 1h. As células sd@o recolhidas por centrifugacdo e
adicionadas a 500 mi de 2TY contendo ampicilina e IPTG 1 mM e sao crescidas
a 30°C durante 4 horas. As células sdo entdo recolhidas por centrifugacéo e séo
ressuspensas em 30 ml de Tri-HCI 50 nM, pH 8,0, arrefecido em gelo, sacarose
a 20% (p/v), EDTA 1 mM. Apés 15 min de mistura por rotacdo na direccado
longitudinal a 4°C, a mistura € centrifugada a 12 k rpm durante 15 min a 4°C.
O sobrenadante é removido e adiciona-se-lhe 1 ml de NTA-agarose (Qiagen
30210) e mistura-se a 4°C durante 30 min. As pérolas de agarose sdo lavadas
exaustivamente com fosfato de sédio 50 nM, NaCl 300mM e carregadas numa
coluna pequena. Apés nova lavagem com fosfato de s6dio 50 mM, NaCl 300
mM, imidazolo 10 mM pH 7,4, o scFv é eluido com fosfato de sédio 50 mM,
NaCl 300 mM, imidazolo 250 mM pH 7,4, recolhem-se fraccoes de 0,5 ml e as
fraccBes contendo proteina sdo identificadas medindo a A,gonm. As fracgdes
reunidas sdo concentradas e o scFv é ainda purificado por filtracdo em gel em
PBS, numa coluna Superdex 75 (Pharmacia).

Purificacdo de anticorpos completos

Os anticorpos IgG4 completos foram purificados como descrito no
Exemplo 2

Ensaio com radiorreceptores para TGF-f3

A neutralizacdo da actividade de TGF-B é medida pela capacidade dos
scFv e dos IgG inibirem a ligagdo de TGF-B marcado com 25| ao0s seus

receptores em células de carcinoma pulmonar humano A549.

As células A549 (ATCC CCL 185) sdo crescidas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco com um teor elevado de glucose (Sigma D-6546)
suplementado com soro fetal de vitela a 10% (PAA), glutamina 2 mM (Sigma
G-7513), penicilina/estreptomicina (Sigma P-0781), aminoacidos ndo essenciais
em MEM (Sigma M-7145).
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As células sdo semeadas a 1-2x10° células /ml/poco em placas em
cachos de 24 pocos e crescidas durante 24 horas em DMEM isento de soro. As
monocamadas de células sdo lavadas duas vezes com DMEM isento de soro e
0,5 mi de meio de ligacdo (DMEM/Hams F12 (Sigma D-6421) contendo BSA a
0,1%(v/v), adicionado a cada pogo.

Faz-se a incubacdo prévia de aliquotas de '*I-TGF-1 ou -B2 (70-
90 TBg/mmol; Amersham International) a 20 pM com anticorpo em meio de
ligagdo a temperatura ambiente, durante 1h. Adicionam-se entdo amostras em
duplicado de 0,5 ml de TGF-B/anticorpo as monocamadas de células e incuba-se
a 37°C durante 1-2h. Os pocos de controlo contém apenas TGF-B. O TGF-$ n&o
ligado é removido por lavagem, 4 vezes, com solucdo salina equilibrada de
Hank, contendo BSA a 0,1%. As células sdo solubilizadas em 0,8 ml de
Tris-HCl 25 mM pH 7,5, glicerol a 10%, Triton X-100 a 1%, a temperatura
ambiente durante 20 min. Os contetdos de cada poco sdo removidos e mede-se
o '] num contador gama. A poténcia de cada scFv ou IgG é medida pela
concentracdo de locais de combinacdo de anticorpo necesséaria para inibir a
ligacdo de TGF-B em 50% (IC50; Tabela 5). Assim, os valores de IC50 estdo
abaixo de 10 nM e nalguns casos abaixo de 1 nM, indicando anticorpos muito

potentes.
EXEMPLO 5

Prevencéo da formagdo de cicatrizes por anticorpos contra TGF-§1 e TGF-52 no

sistema nervoso central lesionado de rato

Logan et al., (1994) Eur. 3 Neuroscience 6,355-363 mostraram, num
modelo de rato de lesdo do CNS, o efeito de melhoria de um anti-soro
neutralizante de peru, dirigido contra TGF-B1 na deposicdo de tecido fibroso de
cicatriz e formacdo de uma membrana glial limitante que contorna a les&o.
Realizou-se um estudo para investigar os efeitos de anticorpos humanos
manipulados, neutralizantes, dirigidos contra ambos, TGF-B1 e TGF-f2, no
mesmo modelo de rato. A derivacdo dos anticorpos utilizados neste estudo é
descrita nos exemplos 1 e 2.
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Meétodo

Animais e cirurgia

Anestesiaram-se grupos de 5 ratos fémea Sprague-Dawley (250 g) com
uma injeccdo i.p. Os ratos anestesiados tém uma les&o definida
estereotacticamente, produzida no cértex occipital direito (Logan et al., 1992
Brain Res. 587, P216-227) e inseriu-se cirurgicamente uma cénula no ventriculo

lateral, exteriorizando-a ao mesmo tempo (Logan et al., 1994, supra).

Neutralizacio de TGF-B

Injectou-se intraventricularmente nos animais, diariamente, 5 ul de
anticorpos anti-TGF-B purificados (tabela 3) diluidos num veiculo de fluido
cerebrospinal artificial, como descrito por Logan et al, 1994, supra. Catorze
dias ap6s a lesdo, todos os animais foram fixados por perfusdo e
processaram-se seccdes em cera de poliéster de 7 mm, para avaliagao
histoquimica do local da lesdo, por coloragdo imunofluorescente.

Anélise imuno-histoquimica de fluorescéncia e por imageologia

As alteracbes morfolégicas no local da ferida foram seguidas por
coloracdo imunofluorescente com anticorpos contra fibronectina e laminina
detectados com conjugados de FITC anti-espécies (Logan et al., 1994, supra).
Estas alteracbes foram determinadas semi-quantitativamente por analise
imageoldgica utilizando um microscopio confocal Leitz, ligado a um sistema de
varrimento laser Biorad MRC500. As leituras foram feitas em posi¢cdes standard

a meio caminho ao longo da lesao.

Resultados

Efeitos de anticorpos contra TGF-B no local da_lesdao no CNS

A quantificacdo da fluorescéncia relativa especifica, para cada um dos
anticorpos, é apresentada na figura 12 a e b. A laminina é uma medida da

formac3o da limitante glial externa nas fronteiras da ferida e, juntamente com a
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fibronectina, forma uma matriz de tecido fibroso no centro da ferida. A
quantificacdo destas duas proteinas por andlise imageoldégica, permite
determinar o grau de cicatriz no local da ferida.

Comparando com o controlo de solugdo salina (fig 12 ab), ha um
decréscimo consideravel da imuno-localizacdo de fibronectina e laminina na
ferida, nos cérebros tratados com anticorpo anti-TGF-. Assim, isto indica que
estes anticorpos humanos manipulados, dirigidos contra epitopos em TGF-B1 &
TGF-B2 melhoram os efeitos da lesdo no CNS, tanto separadamente, como em
conjunto, por prevenirem a deposicdo das proteinas de matriz celular,
fibronectina e laminina no local da ferida. Anteriormente, Logan et al., (1994
supra) demonstraram a eficacia de um anti-soro policlonal de peru dirigido
contra TGF-B1. Esta é a primeira referéncia a anticorpos dirigidos contra TGF-B2

que se demonstrou serem eficazes neste modelo.

EXEMPLO 6

Determinacédo da ligacdo de IgG4 6B1 a forma activa ou latente de TGF-p2

O TGF-B2 é sintetizado e segregado exclusivamente como um complexo
biologicamente inactivo, ou latente (Pircher et al., (1986) Biochem. Biophys
Res. Commun. 158, 30-37). O complexo latente consiste num homodimero de
TGF-B2 ligado por dissulfureto, associado de forma nao covalente ao péptido
associado a laténcia (LAP). A activacdo de TGF-B2 ocorre quando este é
libertado do seu percursor processado. O TGF-B2 activo é capaz de se dissociar
e re-associar de forma reversivel ao LAP, o que resulta no “ligar” e “desligar” da
sua bioactividade, respectivamente.

Verificou-se que células de adenocarcinoma PC-3 cultivadas (lkeda et al.,
(1987) Biochemistry 26, 2406-2410) segregam quase exclusivamente o
TGF-p2 latente, fornecendo uma fonte conveniente para a determinagao da
ligacdo a forma activa ou latente de TGF-B2, pelo anticorpo IgG4 6B1.
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Método
Cultura de células

Cresceram-se células de adenocarcinoma prostatico PC-3 até a
confluéncia, em meio suplementado com FBS a 10%. As células foram lavadas
3x com PBS e fez-se a cultura das células por mais 7 dias em Hams F12/DMEM
isento de soro, suplementado com 1,4x10°% M de tamoxifen (Brown et al.,
(1990) Growth Factors 3, 35-43). O meio foi removido, clarificado por
centrifugacio e dividido em duas aliquotas de 15 ml. Acidificou-se uma aliquota
durante 15 min com HCI 5 M adicionando gota a gota até se obter pH= 3,5 e
em seguida neutralizou-se por adicdo semelhante de NaOH 5 M/HEPES 1 M pH

7,4. Este processo activa o TGF-B2 latente, quantitativamente.

ELISA de competicao

Revestiram-se dezasseis pocos de uma placa de ELISA, durante a noite,
com 100 pl de TGF-B2 200 ng/ml em PBS, a 4°C. A placa foi lavada 3x com
PBS-Tween e bloqueada a 37°C com 200 pl de Marvel a 3% em PBS.

Incubaram-se as seguintes amostras a temperatura ambiente, durante

1 hora.

400 pl de Hams F12/DMEM (branco de reagente)

400 pl de Hams F12/DMEM mais 4 png de anticorpo IgG4 6B1 {controlo
positivo) .

400 pl de meio condicionado PC 3, activado com &cido, mais 4 pg de
anticorpo 1gG4 6B1 (amostra de TGF-B2 activo)

400 pl de meio condicionado ndo tratado com PC3 mais 4 ng de
anticorpo |gG4 6B1 (amostra de TGF-B2 latente)

A placa de ELISA foi esvaziada de solugdo bloqueadora e adicionaram-se
100 pl de uma das solugdes acima, a pocos sensibilizados, em quadruplicado, e
incubou-se & temperatura ambiente durante 2 horas. A placa foi lavada 3x com
PBS/Tween e os pocos foram cheios de novo com 100 ul de cadeia y de 1gG

anti-humano de cabra conjugado com fosfatase alcalina diluido 1:5000 em
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Marvel a 1% /PBS. Apés uma hora, os pocos foram lavados 3x com
PBS/Tween e o anticorpo ligado foi revelado com substrato p-NPP  por
absorvancia a 405 nm.

Resultados
Os resultados desta experiéncia sdo apresentados na Figura 23.

Este resultado mostra claramente que a pré-incubacdo com TGF-B2
activado inibe a ligacéo de 6B1 a TGF-B2 ligado numa placa de ELISA, enquanto
que a forma latente ndo. Isto prova que o IgG4 6B1 apenas se liga & forma
activa de TGF-pB2.

EXEMPLO 7

Neutralizacdo por anticorpos dirigidos contra TGF-f2, do efeito inibidor de

isoformas de TGF-f na proliferacdo celular

A actividade de neutralizagdo de IgG4 6B1, IgG4 6H1 (purificado como
no exemplo 2) e um anticorpo monoclonal de ratinho (Genzyme; J.R. Dasch et
al., supra) foi medida para cada uma das isoformas de TGF-B, TGF-p1, TGF-p3 e
TGF-B3 no ensaio de proliferacdo celular em TF1 descrito no Exemplo 3. A
concentracao da isoforma de TGF-B era de 100 pM em cada ensaio.

Como se pode ver na figura 16, o IgG4 6B1 neutraliza fortemente o
TGF-B2 com uma ICy, de aproximadamente 2 nM (Tabela 6). Este valor é
comparavel a 10 nM para o monoclonal de ratinho da Genzyme e 12 nM para
IgG4 6H1. Nem o IgG4 6B1, nem o IgG4 6H1 neutralizam de forma significativa
o TGF-B1 (Fig. 17). No entanto, ha uma neutralizacdo significativa do TGF-B3,
tanto pelo 6B1 (IC;, de ca. de 11 nM) como pelo IgG4 6H1 de ca. de 20 nM;
Fig.18). Este valor é consideravelmente inferior & poténcia de neutralizacdo do
monoclonal da Genzyme (IC;, ca. 0,1 nM).

Tanto o IgG4 6B1 como o IgG4 6H1 sdo neutralizantes mais fortes da
actividade de TGF-B2, do que da actividade de TGF-B3. A neutralizacdo da

actividade de TGF-B3 é maior do que sc previa a partir da ligacao relativa destas
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duas isoformas pelos anticorpos (exemplo 2) e da ligacdo relativa num ensaio
com radiorreceptores (exemplo 8).

EXEMPLO 8

Inibicdo da ligacdo de outras isoformas de TGF-B a receptores, por anticorpos

dirigidos contra TGF-$2, medida num ensaio com radiorrecentores

A capacidade do 1gG4 6B1 inibir a ligacdo de isoformas de TGF-B aos
receptores foi medida num ensaio com radiorreceptores, como descrito no

exemplo 4.

O 1gG4 6B1 inibiu a ligacdo de '*I-TGF-B2 com uma IC,, de 0,05 nM.
Ndo houve nenhuma inibicdo significativa da ligacdo de '*I-TGF-B1, enquanto
que para o '®I-TGF-f3, o IgG4 6B1 inibiu a ligagdio com uma IC,, de
aproximadamente 4 nM (Tabela 6). Isto indica a poténcia do IgG4 6B1 neste
ensaio e a sua selectividade para a neutralizacdo da actividade de TGF-2. A
reacg¢ao cruzada com TGF-B3 neste ensaio é inferior a 2%.

Assim, o 19gG4 6B1 inibe preferencialmente a ligacdo de TGF-B2 aos seus

receptores, em comparacao com a ligacao de TGF-B3.
EXEMPLO 9
Determinacéo de anticorpos para TGF-f1 para utilizacdo terapéutica

Os anticorpos isolados no Exemplo 1 foram avaliados quanto a um
potencial valor terapéutico por medi¢des in vitro da capacidade de inibirem a
ligacdo de TGF-B1 aos seus receptores e propriedades de ligacdo in vitro.

No exemplo 4 (Tabela 5) o CS32 apresentou a inibicdo mais forte dos
anticorpos testados, da ligacdo de '°I-TGF-B1 a receptores em células A549.
Foi feita uma outra comparacgéo entre o CS32 e outros anticorpos (CS35, CS37
e CS38) que foram isolados como descrito na experiéncia do Exemplo 1, seccdo
5c. Esta mostrou que o CS37 parece ser o mais potente destes anticorpos

neste ensaio, com uma IC;, de aproximadamente 8 nM, em comparacdo com
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40 nM para CS32. O valor de 1C5, para CS32 é maior do que no ensaio anterior
(Tabela 5) porque a Natureza do ensaio significa que o valor absoluto de ICg,
pode variar com as condicGes do ensaio.

Os anticorpos 1A-E5 e 1AH-6 (Exemplo 1, secgdo 1f) e os anticorpos
derivados a partir destes eram muito menos potentes que os anticorpos
derivados de 1B2 na neutralizacao da actividade de TGF-$1, neste ensaio com

radiorreceptores.

Assim, o CS37 era o anticorpo candidato mais potente, tal como
determinado por inibicdo da ligacdo de '*I-TGF-B1 ao seu receptor.

Determinacdo da ligacdo a TGF-f3 por anticorpos anti-TGF-f1

Verificou-se que os anticorpos 14A1 e 10A6 (Exemplo 1, seccao 2 (a)
(iii)) se ligam preferencialmente a TGF-$1, relativamente a TGF-B2 e TGF-p3,
utilizando o mesmo ELISA de especificidade que o descrito no Exemplo 1,
seccao 1 (d) (iii), excepto que as placas de microtitulo foram revestidas com
50 ul, de TGF-p1 0,2 pg/ml; TGF-B2 0,2 pg/ml; TGF-B3 0,2 pug/ml; albumina de
soro bovino (BSA) 10 pg/ml ou PBS (poco nao revestido). Verificou-se que os
clones eram especificos para TGF-p1, uma vez que o sinal gerado no poco
revestido com TGF-B1 era pelo menos cinco vezes maior do que o sinal com
TGF-B2 e TGF-B3.

Os anticorpos derivados da mesma linhagem de 1B2 que estes
anticorpos, como o 1gG4 27C1/10A6 (que contém o mesmo VL que o 10A6 e o
VH de 27C1 foi preparado por mutagénese de residuos de CD3) deverido ter a
mesma reactividade cruzada contra o TGF-3

EXEMPLO 10

Construcdo de uma linha celular de expressédo elevada para IgG4 6B1 utilizando
o sistema de seleccdo de glutamina-sintetase e avaliacdo num ensaio de
neutralizacdo
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Construcido de p6H1 VH gamma4

O VH de 6B1 foi amplificado a partir de 6H1 pG4D100 (Exemplo 2) por
PCR utilizando os oligonucleétidos P16 e P17. Este ADN foi ligado por PCR com
um fragmento de ADN de 158pb de M13VHPCR (R. Orlandi et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86 3833-3837, 1989) contendo uma sequéncia de sinal, locais
de unido e um intrdo, utilizando os oligonucleétidos P10 e P17. O produto de
PCR foi cortado com Hindlll e Apal e clonado em pGamma4 cortado com
Hindlll-Apal (Lonza Biologics plc). Identificou-se um plasmideo com a insergao
correcta e designou-se por 6Hl VH gamma4 (veja-se figura 20). O gene de VH e

as regides flanqueadoras foram sequenciados nesta fase.

Construcio de 6B1ABam pLN10

O gene de VL de 6B1 foi amplificado a partir do clone de scFv 6B1 em
pCANTABG (Exemplo 1) e subclonado em pUC19. O gene VL foi entdo mutado
por mutagénese in vitro, para remover um local BamH! interno, modificando a
sequéncia de ADN, mas ndo a sequéncia da proteina. A mutagénese in vitro foi
realizada utilizando o oligonucleétido LamDeltaBamH| (Tabela 1), utilizando um
estojo da Amersham International plc. O gene de VL mutado foi amplificado
utilizando os iniciadores VA3backEuApa e HuJA2-3ForEuBam e sub-clonado
como um fragmento Apall-BamHI| no vector vicassetteCAT1. O gene de VL foi
entdo clonado como um fragmento Hindlll-BamH| no vector pLN10 {figura 8),
para gerar o vector 6B1ABampLN10.

Construcdo de p6B1A

O gene de VA de 6B1 foi amplificado por PCR a partir de
p6B1ABampLN10 utilizando os oligonucledtidos P22 e P26. O gene de CA foi
amplificado por PCR a partir de pLN10-10A6 (Exemplo 2} utilizando os
oligonucleétidos P25 e P19. Os 2 ADN foram ligados por PCR de sobreposicao
utilizando os oligonucleétidos P22 e P19 e o produto foi cortado com BstBI e
EcoRI e clonado em pMR15.1 cortado com BstBI-EcoRI (Lonza Biologics plc).
Identificou-se um plasmideo com a inser¢do correcta e designou-se por p6B1A
{Figura 21).
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Construcdo do vector de expressao final p6B1gammadgs

O p6H1 VHgamma4 e o p6B1A foram digeridos com BamHI e Notl, os
fragmentos foram purificados e ligados uns aos outros. Identificou-se um
plasmideo com a configuracdo desejada a partir dos transformantes e
designou-se por p6B1gammadgs (Figura 22).

Transfeccdo de NSO com p6B1 gamma4gs

Os transfectantes estaveis que segregam IgG4 6B1 foram seleccionados
introduzindo p6B1 em células de mieloma NSO, o qual inclui o gene da
glutamina-sintetase (gs) que permite o crescimento em meio isento de
glutamina (G-) (C. R. Bebbington et al., Bio/Technology 10 169-175, 1992).
Linearizaram-se 40 ng de 6pB1 gamma4gs por digestdo com Pvul. O ADN foi
electroporado em 1,5x10’ células NSO. As células foram entdo adicionadas a
DMDM G +/FCS a 10% e distribuiram-se aliquotas de 50 ul em 6 placas de 96
pocos e deixou-se recuperar durante 24h. O meio foi entdo tornado selectivo
por adicdo de 150 pl de DMEM G-/FCS a 10%. Trés semanas mais tarde,
pesquisaram-se os transfectantes gs* por ELISA, quanto a capacidade de
segregar o anticorpo 1gG4A humano. Os que produziam em maior quantidade
foram expandidos e posteriormente analisados. Desta anédlise seleccionou-se
5D8 como a linha celular de producdo candidata. O 5D8 foi clonado uma vez
por diluicdo limitante, para se obter a linha celular 5D8-2A6.

Avaliacdo de 1gG4 6B1 derivado da linha celular 5D8-2A6 no ensaio de
neutralizacdo em TF1

O IgG4 6B1 foi purificado a partir da linha celular GS/NSO 5D8-2A6 em
meio isento de soro, como descrito no Exemplo 2. O anticorpo 1gG4 6B1 foi
avaliado no ensaio de neutralizacdo em TF1 como descrito no Exemplo 3.
Obteve-se um valor de IC;, de 1,8 nM neste ensaio. Ensaios subsequentes de
preparacOes de 1gG4 6B1 derivadas a partir da linha celular 5D8-2A6 indicaram
valores de IC,, na gama de 0,65 a 2 nM. Estes sdo comparaveis aos valores
obtidos para o IgG4 6B1 produzido a partir de células CHO (Exemplo 2) e s@o
favoraveis, em comparacdo com os obtidos para IgG4 6H1, derivado a partir de
uma linha celular CHO (IC,, de 15 nM). Os valores obtidos para a IC,, para lgG4
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6B1 e IgG4 6H1 neste exemplo sdo de maior confianca que os obtidos no
Exemplo 3 e apresentados na tabela 4, como resultado de melhorias no ensaio e
na expressdo e purificacdo dos anticorpos. Pode-se esperar, no entanto, que o

valor de IC;, varie com as condicdes exactas do ensaio.

Assim, o 1gG4 6B1 proporciona uma neutralizacao potente do TGF-B2 e é

adequado para utilizagdo comao agente terapéutico.
EXEMPLO 11

Determinacdo do epitopo em TGF-B2 para o anticorpo 6B1 utilizando uma
biblioteca de exibicdo de péptidos em fagos

O anticorpo 6B1 foi ainda caracterizado por mapeamento de epitopos.
Isto foi feito utilizando uma biblioteca de exibicdo de péptidos em fagos para
seleccionar sequéncias de péptidos que se ligam especificamente a 6B1. Estas
sequéncias peptidicas foram entdo comparadas com a sequéncia de
aminoacidos de TGF-B2. A correlacdo entre as sequéncias peptidicas que se
ligam a 6B1 e as partes condizentes da sequéncia de aminoacidos de TGF-B2
indicam um epitopo de TGF-B2 ao qual o 6B1 se liga. Um "epitopo” é a parte na

superficie de um antigénio a qual se liga um anticorpo especifico.

Neste exemplo, a biblioteca de péptidos utilizada foi construida como
descrito por Fisch et al., (I. Fisch et al., (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93
7761-7766) para se obter uma biblioteca de exibicdo de péptidos em fagos de
1x10"® clones independentes. Os péptidos exibidos em fagos que se ligam ao
anticorpo 6B1 foram seleccionados a partir desta biblioteca por prospecgéo.
Esta foi realizada como descrito no Exemplo 1.

O anticorpo 1gG4 6B1 purificado a 10 pg/ml em 4 mi de PBS foi revestido
num tubo de plastico (Nunc; maxisorp) por incubacdo durante a noite a 4°C.
Apos lavagem e bloqueio com MPBS (veja-se Exemplo 1) adicionou-se ao tubo
uma aliquota da biblioteca de péptidos contendo 5x10° fagos em 4 ml de MPBS
a 3% e incubou-se a temperatura ambiente, durante 1,5 horas. O tubo foi
lavado 10 vezes com PBST (0,1%), em seguida dez vezes com PBS. As

particulas fagicas ligadas foram eluidas do tubo por adicdo de 4 ml de
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trietilamina 100 mM e incubacdo do tubo, de forma estacionéaria, durante 10
minutos & temperatura ambiente. Os fagos eluidos foram entdo adicionados a
um tubo contendo 2 ml de Tris-HCI 1M (pH 7,4) e 10 ml de caldo 2YT. Os
fagos foram entdo adicionados a 20 ml de células de E. cofi TG1 em
crescimento na fase logaritmica e crescidos durante uma hora, agitando a 100
rpm a 37°C. As células infectadas foram entdo plaqueadas em meio de é&gar
2YT com tetraciclina a 15 pg/ml, em placas de 243 mmx243 mm (Nunc). As
placas foram incubadas a 30°C durante 18 horas. As colénias foram raspadas
das placas para 10 ml de caldo 2YT contendo 15% (v/v) de glicerol, para
armazenamento a -70°C.

Utilizaram-se 250 pl de células do primeiro ciclo de seleccdo para inocular
500 ml de caldo 2YT (contendo tetraciclina 15 pg/ml) num frasco cénico de 2
litros e estas foram crescidas durante a noite a 30°C, com agitacdo a 280 rpm.
Recolheu-se uma aliquota de 2 ml desta cultura e centrifugou-se para remover
todas as células. Utilizou-se 1 ml deste sobrenadante de fagos para um segundo
ciclo de seleccdo, como descrito acima. O padrdo do crescimento de fagos e
prospeccéo foi repetido um terceiro e um quarto ciclos de selecgao.

As coldnias individuais do quarto ciclo de seleccdo foram utilizadas para
inocular 100 ul de caldo 2YT (contendo tetraciclina 15 pug/ml), em pogos
individuais de placas de cultura de tecidos de 96 pocos e foram crescidas
durante a noite com agitacdo suave a 100 rpm, a 30°C. Adicionou-se glicerol a
uma concentracdo final de 15% (v/v) e estas placas principais foram
armazenadas congeladas a -70°C.

Estes clones foram pesquisados quanto a clones que se ligam
especificamente ao anticorpo 6B1 em ELISA. As células das placas principais
foram utilizadas para inocular placas de cultura de tecidos de 96 pogos
contendo 100 pl de caldo 2YT (contendo tetraciclina 15 pg/mi) por poco e

foram crescidas durante a noite com agitacdo suave a 100 rpm, a 30°C. As
placas foram entdo centrifugadas a 2000 rpm. Os 100 pl de sobrenadante de

fagos de cada poco foram recuperados e cada um foi misturado com 100 pl de
leite em p6 magro a 4% em 2xPBS. Testaram-se entao 100 pl de cada um
destes por ELISA em fagos. Revestiram-se com anticorpo 1gG4 6B1 a 10 pg/ml

em PBS, placas dc microtitulo flexiveis, por incubagao durante a noite a 4°C.
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Também se prepararam placas de controlo, revestidas com um anticorpo |gG4
irrelevante a 10 pg/ml. Os ELISA foram realizados como descrito no Exemplo 1

e visualizados com o substrato cromogénico pNPP (Sigma).

Aproximadamente 20% de todos os clones analisados ligaram-se a placa
revestida com 6B1. Nenhum dos clones analisados se ligou as placas ELISA
revestidas com o anticorpo irrelevante. A ligacdo parece ser, portanto,

especifica para o local de ligacdo do anticorpo 6B1.

Os clones que se ligam a 6B1 foram analisados por sequenciacdo de ADN
como descrito por Fisch et al. Sequenciaram-se um total de 31 clones
diferentes. Estes foram analisados quanto a possiveis concorddncias com a
sequéncia de TGF-B2, utilizando o software de Mac Vector. De entre estes
clones, 12 apresentaram uma concordancia fraca com a sequéncia de TGF-f2 e
10 ndo apresentavam nenhuma semelhanca. No entanto, havia 4 clones
diferentes (alguns dos quais tinham sido seleccionados mais que uma vez), que
apresentavam uma concordéancia razoavel com a regido da sequéncia de TGF-p2
entre as posicoes de aminoacidos 56 a 69. A Tabela 8 mostra a sequéncia de
aminoacidos do exdo de cada um destes clones, que parece ser responsavel

pela ligacdo a 6B1.

Nenhum destes clones condiz exactamente com a sequéncia de TGF-B2,
nem existe uma unica sequéncia de consenso dbvia entre os clones de
péptidos. Apesar de tudo, uma avaliagdo cuidadosa das sequéncias revela uma
concordancia com os residuos 60 a 64 de TGF-B2 (Tabela 8). O alinhamento
de quatro clones com L na posicdo 64 revela 2 clones com R na posigédo 60, 1
clone com V na posicdo 61, 2 com L na posi¢do 62 e 3 com S na posicao 63.
Isto proporciona a sequéncia RVLSL correspondente aos residuos 60 a 64, que
formam parte da hélice alfa que forma a regido calcanhar de TGF-f2. Nao € de
esperar que um anticorpo que reconhece esta estrutura faca contacto com
todos os residuos de aminoacidos na hélice e assim, um péptido que imite esta
sequéncia poderad ter variagbes de sequéncia consideraveis em posices que
correspondem a partes da hélice que ndo fazem contacto. Pensa-se que a hélice
alfa reconhecida faz parte da regido da ligacdo ao receptor de TGF-B2 (D.L.
Griffith et al., (1996), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 878-883).
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EXEMPLO 12

Determinacdo da ligacdo de IgG4 6B1 a TGF-p2, por imuno-histoquimica, em
tecido de mamifero e auséncia de reactividade cruzada

Para detectar o TGF-f2 em secgdes de tecidos que expressam a
citéquina, fixadas em formalina, a seccdo de tecido é geralmente tratada com
uma protease, a pronase E. O passo de digestdo desmascara o antigénio,
activando possivelmente o TGF-B2 latente para originar o TGF-B2 activo. O
IgG4 6B1 detecta apenas a forma activa de TGF-B2 (Exemplo 6).

Utilizando 1gG4 6B1 e métodos imuno-histoquimicos, determinou-se a
distribuicdo de TGF-B2 em rim de rato normal embebido em cera de parafina,
fixado em formalina e tecido de cérebro de rato lesionado experimentalmente,

ap6s digestdo com pronase E.

A reactividade de 1gG4 6B1 em seccdes congeladas em criostato de
tecido humano normal depois de fixado em acetona foi também averiguada,

para determinar se existia alguma ligacdo a outros antigénios nestes tecidos.
Meétodo
Tecido de rato

Removeu-se a cera a tecidos de rato embebidos em parafina e
re-hidrataram-se por meio de uma série de alcoois. As secgcbes foram entao
tratadas com pronase E a 0,1% durante exactamente 8 min e em seguida
lavaram-se com agua. o TGF-B2 foi detectado nas seccbes utilizando IgG4 6B1
a 500 ng/ml seguindo o protocolo fornecido com um estojo Vectastain ABC
(complexo avidina-biotina) da Vector Laboratories. Nas secgdes de rim, o
anticorpo ligado foi localizado com fosfatase alcalina e utilizou-se peroxidase em
tecidos de cérebro de rato.
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Tecido humano

Utilizaram-se as seguintes amostras de tecido humano: adrenal, aorta,
sangue, intestino grosso, intestino delgado, cérebro, rim, nédulo linfatico,
figado, pulmao, baco, pancreas, musculo esquelético, musculo cardiaco, tiréide,

nervo, pele, olho.

Fixaram-se seccdes em criostato e esfregacos durante 15 minutos em
acetona, antes de aplicar o anticorpo IgG4 6B1 marcado com FITC, utilizando o
estojo de Sigma Immunoprobe. O anticorpo marcado foi incubado durante 18h a
4°C e em seguida detectado, utilizando um método indirecto com fosfatase
alcalina (deteccdo com anticorpo anti-FITC seguido de anticorpo anti-espécie
conjugado com enzima). Nos casos em que nao foi possivel suprimir a
actividade endégena de fosfatase alcalina, utilizou-se um método de detecgao
com peroxidase. Ndo se utilizou digestdo com pronase neste caso, e portanto
este processo apenas detecta antigénios com os guais o anticorpo tem uma

reaccdo cruzada.
Resultados
Tecido de rato

Os rins de rato apresentaram uma coloragdo positiva em tabulos
presentes quer no lado apical, quer no lado basolateral, demonstrando a
presenca de TGF-B2 nos tecidos.

O cérebro de rato lesionado, aos 5 dias apds a lesdo apresentava
coloracdo positiva de neurénios, astrécitos e macrofagos, que estava ausente
no cérebro normal. Isto indica que o TGF-B2 é expresso no cérebro de rato apds

uma lesao.

Tecido Humano

Nio se observou nenhuma coloracdo especifica de nenhum tecido,
utilizando seccdes em criostato fixadas dos tecidos enumerados acima. Assim,
o 1gG4 6B1 n3o reage de forma cruzada com antigénios nestes tecidos e
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quando utilizado terapeuticamente ird ligar-se apenas ao TGF-B2 activo em

seccoes de tecido detectadas por métodos imuno-histoquimicos.

EXEMPLO 13

Anélise cinética da ligacdo de Fv de uma s6 cadeia 6B1 e IgG4 6B1 a isoformas
de TGF-p

Pode-se utilizar ressonancia de plasmon de superficie (SPR) para examinar
as interaccdes em tempo real entre um ligando imobilizado e um analito e
calcular constantes cinéticas a partir destes dados. Isto foi realizado utilizando o
sistema BIACore 2000 (Pharmacia Biosensor) com o antigénio imobilizado numa
superficie e o anticorpo como analito.

O sistema utiliza as propriedades 6pticas da ressonancia de plasmon de
superficie para detectar alteragdes na concentragéo de proteina, numa matriz de
dextrano. O antigénio esté ligado de forma covalente a matriz de dextrano numa
quantidade definida e 8 medida que a solugéo que contém o anticorpo passa
sobre a superficie & qual esta ligado, da-se a ligacdo do anticorpo ao antigénio e
ocorre uma alteracdo detectavel na concentracédo local de proteina e portanto
um aumento no sinal de SPR. Quando a superficie é lavada com tampdo o
anticorpo dissocia-se do antigénio e ha uma redugdo no sinal de SPR, de modo
que a velocidade de associacdo, e dissociagdo, e a quantidade de anticorpo
ligado ao antigénio numa dada altura podem todas ser medidas. As alteracdes
no sinal de SPR sdo registadas como unidades de ressonancia (UR) e séo
representadas em relacéo ao tempo no eixo dos y de um diagrama sensor.

A densidade de ligando imobilizado na superficie de um chip BIACore €
importante quando se calculam os dados cinéticos a partir dos diagramas
sensores gerados. Esta devera ser bastante baixa, de modo a que apenas seja
necessaria uma pequena quantidade de anticorpo analito para a saturacdo da
superficie do chip. Para simplicidade, a densidade de uma superficie de chip é
indicada em UR e uma quantidade ideal para um ligando como o TGF-$2 ou
TGF-B3 (25 kDa) é 400-600 UR, em relacdo a linha de base, estabelecida
durante a imobilizacdo do ligando na superficie. A quantidade efectiva de TGF-p

que deve ser adicionada para se obter a densidade correcta terd que ser
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determinada por investigacdo, mas é reprodutivel, uma vez encontrada a

concentragéo correcta.

A imobilizacdo do ligando na matriz de dextrano da superficie do chip é
facilitada através de grupos amina em cadeias laterais de lisina na proteina e
grupos carboxilo na matriz de dextrano. Os grupos carboxilo no dextrano séao
activados com N-hidroxissuccinimida (NHS) e N-etil-N"-(3-
dietilaminopropil)carbodiimida (EDC), o antigénio em solugdo &cida € ent&o
ligado a superficie e, por fim, quaisquer grupos carboxilo que ndo reagiram sao

bloqueados com etanolamina.

A imobilizacdo de ligando é automatizada pela méquina BIACore 2000 e
todos os passos sdo realizados no amostrador automatico ou na célula de fluxo,
na superficie de dextrano do chip. O tampéo utilizado ao longo do processo de
imobilizacdo e na analise das amostras é solugdo salina tamponada com Hepes
(HBS) com um tensioactivo (Pharmacia Biosensor). Os chips (Pharmacia, CM5)
tém um revestimento de dextrano numa camada fina de ouro. Misturam-se NHS
a 100 mM e EDC a 400 mM no amostrador automético e em seguida injecta-se
um volume fixo sobre a superficie da célula de fluxo. Isto é seguido por uma
injeccdo de antigénio num tampé&o adequado. No caso do TGF-B, obteve-se uma
superficie com a densidade correcta utilizando uma solugéo 25-30 pg/mi de
TGF-B2 (AMS) ou TGF-p3 (R&D Systems) em acetato 10 mM. Apés injecgéo do
ligando, o chip é bloqueado utilizando etanolamina 1M. A quantidade total de
TGF-B ligado foi determinada a partir do aumento total em unidades de

ressonancia, ao longo deste periodo.

Para determinar os parametros cinéticos, fez-se uma série de diluicdes de
amostras de anticorpo em HBS a partir de cerca de 500 pg/ml até menos de
1 pg/ml, normalmente através de diluicdes de duplicacdo. Apds o anticorpo ter
sido injectado na superficie do antigénio, a superficie é lavada com HBS, em
seguida é regenerada por remocdo do anticorpo ligado com um pulso de HCI
100 mM. Nas concentracdes mais elevadas de anticorpo, o antigénio na
superficie do chip estd saturado e determina-se a velocidade na dissociacéo,
lavando com tampao na fase de dissociagcdo. Para determinar a velocidade na

ligacdo (“on-rate”), utilizam-se concentracdes mais baixas de anticorpo, que
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originam uma fase de ligacdao linear no diagrama sensor, permitindo a

determinacdo de k.

O conjunto de dilui¢bes foi repetido numa preparacé@o separada do mesmo

anticorpo.

Para manipular o diagrama sensor de modo a obter as constantes
cinéticas k,, e ko utiliza-se o pacote de software BlAevaluation. Para cada
curva de ligacdo utilizada nos célculos, teve-se em atenc@o que as condigdes
fossem as adequadas para a determinagdo das constantes cinéticas.

O 1gG4 6B1 foi purificado a partir da linha celular GS/NSO do Exemplo
10, como no Exemplo 2. O Fv de uma sé cadeia 6B1 foi expresso
intracelularmente em E. coli, redobrando in vitro (utilizando a metodologia de
W094/18227) e purificado para se obter um produto homogéneo. Os valores de
k,, e k, foram determinados para IgG4 6B1 quanto & ligagdo, tanto a TGF-B2,
como a TGF-B3, e para o Fv de uma sé cadeia 6B1, quanto a ligacédo a TGF-B2.
A constante de dissociacdo foi calculada dividindo k por k,,. Os valores para

estes parametros cinéticos s&o apresentados na Tabela 7

Assim, o scFv 6B1 e o IgG4 6B1 apresentam constantes de dissociagao
muito baixas de 2,3 nM e 0,89 nM, respectivamente para TGF-p2 e hd 9% de
reaccdo cruzada com TGF-B3 (avaliado pela razdo das constantes de
dissociacdo de IgG4 6B1 para TGF-B3 e TGF-B2). Para comparagéo, em estudos
anteriores, em que os erros padrdo eram maiores e os valores menos precisos,
os valores de Kd para TGF-B2 foram determinados como sendo de 0,7 nM para
scFv B6A5 (Tabela 2) e 2 nM para IgG4 6H1 (Exemplo 2), Os valores de Kd para
todos os anticorpos dirigidos contra TGF-B2 que partilham o mesmo dominio VH

de 6H1, sdo baixos e inferiores a 10 nM.
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EXEMPLO 14

Ligacdo de um péptido correspondente aos residuo 56 a 69 de TGF-p2 a 1gG4
6B1

Sintetizou-se um péptido correspondente aos aminoacidos de TGF-f2 em
torno dos residuos RVLSL, identificou-se o epitopo a partir da selecgdo de fagos

da biblioteca de exibicdo de péptidos (Exemplo 11).

O péptido 17-mero CGG-TQHSRVLSLYNTIN (TGF-B244¢; sintetizado por
Cambridge Research Biochemicals) contém os residuos 56 a 69 de TGF-B2 com
RVLSL (residuos 60 a 64) no seu centro. A extensdo do terminal N, CGG, ¢ um
espacador com um residuo de cisteina para facilitar o acoplamento do péptido a
proteinas transportadoras. O péptido correspondente aos residuos 56 a 69 de
TGF-B1 (TGF-B15660, CGG-TQYSKVLSLYNQHN) também foi sintetizado. Como
controlo, utilizou-se o péptido irrelevante GPEASRPPKLHPG.

Utilizaram-se duas abordagens para confirmar que o epitopo em TGF-2

para lgG4 6B1 compreendia os aminoécidos RVLSL.

(i) Avaliacdo da capacidade de IgG4 6B1 para se ligar a TGF-B2554, € a
TGF-B14649 acoplado a BSA, por ELISA

(i) Avaliacdo da capacidade dos péptidos para se ligarem a IgG4 681
revestindo um chip sensor BIACore.

(i) Determinacdo da capacidade de lgG4 6B1 para se ligar a TGF-f2;549 € @
TGF-f14565 acoplado a BSA, por ELISA

A ligacdo de |gG4 6B1 aos péptidos sintéticos TGF-B1gs.q9 € TGF-B25g.00
conjugados com BSA foi determinada num ensaio ELISA. Esta foi comparada
com a ligacdo de um anticorpo de controlo IgG4 2G6, que € um anticorpo
manipulado, com uma cadeia pesada que contém uma VH de um anticorpo
dirigido contra o hapteno NIP, combinada com uma cadeia leve que contém
uma VL de um anticorpo dirigido contra a lisozima.
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Método

Conjugaram-se 2 mg de cada um dos péptidos TGF-Bls5ee € TGF-P2569 @

BSA, utilizando um estojo Imject Activated Immunogen Conjugation (Pierce).

Revestiu-se uma placa de microtitulo Immunosorp (Nunc) durante a noite,
com 10 pg/ml de péptidos conjugados em PBS (linhas A-D TGF-f1,40s. linhas
E-F TGF-P246.69) @ 100 pl/poco. Os pogos foram lavados 3x com PBS-Tween e
fizeram-se as seguintes adicdes: coluna 1 - 100 ul de PBS em cada poco como
reagente de controlo; coluna 2, linhas A, B, E e F 200 ul de 1gG4 6B1,
10 pg/mi; coluna 2, linhas C, D, G e H 200 pl de 1gG4 2G6 10 pg/ml.

Colocaram-se 100 pul de PBS em todos os restantes pogos. Para produzir
diluicdes de duplicacdo dos anticorpos, removeram-se 100 pl de cada poco da
coluna 2 e colocaram-se no poco seguinte na coluna 3. A amostra foi misturada
e recolheram-se 100 pl que se adicionaram ao pogo seguinte na coluna 4. Este
processo foi repetido ao longo da placa, sendo os Ultimos 100 i desprezados.

A placa foi em seguida incubada a 4°C durante 18h.

Apés lavagens, 3x, com PBS-Tween, os pocos foram cheios de novo
com 100 u! de um conjugado de fosfatase alcalina e um fragmento F(ab'), de
cabra, especifico para a cadeia gama de 1gG humana, diluido 1:1000 em PBS e
incubou-se durante mais uma hora. Apés mais lavagens, 3x, com PBS-Tween, o
anticorpo ligado foi revelado com o substrato p-NPP durante 20 min.

Resultados

Verificou-se que o 1gG4 6B1 se liga a ambos os péptidos conjugados
(Figura 15), mas o sinal de ELISA obtido com TGF-B1s66, €ra muito inferior ao
obtido com TGF-B2.6s Para uma concentracdo equivalente de 19G4 6B1. Foi

necessaria uma concentracdo aproximadamente 8 a 10 vezes superior de 1gG4
6B1 para se obter um sinal equivalente com TGF-B15645, €M cOmparagéo com

TGF-B246.65- N80 se obteve nenhum sinal com o anticorpo de controlo IgG4 2G6
com nenhum dos conjugados péptido-BSA. O 1gG4 6B1 liga-se, portanto,
fortemente ao TGF-b2, 4, € mais fracamente ao TGF-B 1554, acoplado a BSA.
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(i) Avaliacdo da capacidade dos péptidos se ligarem a IgG4 6B1 revestindo um
chip sensor BIACore

A ligacdo de 1gG4 6B1 a TGF-B24 foi confirmada por ligacao do
péptido a |gG4 6B1 revestindo um chip sensor BIACore. A determinacédo das
propriedades de ligagdo por ressonéancia de plasmon de superficie utilizando o
BIACore 2000 da Pharmacia, foi descrita no Exemplo 13. O método para criar
um chip sensor BIACore revestido com IgG4 6B1 foi igual ao método para o
acoplamento com TGF-B3, descrito no Exemplo 13, excepto que o IgG4 5B1 foi
acoplado a 5 pg/ml em tampédo acetato 10 mM, pH 3,5. Gerou-se uma
superficie de 5000 UR utilizando 25 pl de 19gG4 6B1.

Aplicaram-se 20 pl dos péptidos a superficie de 6B1 a 1 mg/ml, com
regeneracdo da superficie utilizando um pulso de 4cido para remover o péptido
ligado entre as amostras. A quantidade de ligacdo foi determinada
estabelecendo uma resposta de linha de base de UR absolutas antes da injeccao
e subtraindo em seguida este valor ao valor aos 20 segundos apds a injecgao
estar completa, para obter uma resposta relativa em UR. Esta é considerada

como a quantidade de ligacdo a superficie de 6B1.

A ligacdo obtida é apresentada na Tabela 9. Houve um nivel de ligacao
muito baixo do péptido irrelevante. O TGF-Blge parece ligar-se
especificamente a um nivel baixo a IgG4 6B1. No entanto, o péptido TGF-B256.69

ligou-se a 1IgG4 6B1 especificamente e muito mais fortemente.

O nivel baixo de ligacdo de IgG4 6B1 ao péptido TGF-B1 nos ensaios
ELISA e BIACore ndo é inesperado, tendo em conta que 10 dos 14 aminoacidos
de TGF-p sdo idénticos ao péptido TGF-p2. Apesar de tudo, o IgG4 6B1 liga-se
ao péptido TGF-B2..4 muito mais fortemente do que se liga ao péptido
TGF-B1s56e- O Nivel de discriminacdo entre estes péptidos de TGF-B1 e TGF-B2
& muito menor, no entanto, do que aquele que se observa para os ensaios com
radiorreceptores (Tabela 6) e de neutralizacdo (Tabela 6 e Figuras 16 e 17) com
as isoformas nativas. Nestes ensaios, o |gG4 6B1 neutraliza fortemente o
TGF-B2, mas tem pouco efeito na actividade biolégica de TGF-B1. Esta maior
discriminacdo reflecte presumivelmente o contexto dos residuos dos péptidos

nas isoformas nativas.
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Conclusdes

Estes resultados suportam a atribuicdo do epitopo de lgG4 6B1 em
TGF-p2 aos aminoécidos na regido dos residuos 60 a 64. O péptido utilizado
neste exemplo, residuos 56 a 69, corresponde aos aminoacidos da hélice alfa
H3 (M.P. Schlunegger & M.G. Grutter Nature 358 430-434, 1992). O TGF-B2
forma um dimero cabeca-para-cauda com a hélice alfa H3 (também referido
como o calcanhar) de uma subunidade que forma uma interface com as regioes
“finger” (incluindo os residuos 24 a 37 e os residuos na regido dos aminoéacidos
91 a 95; também .designados por finger 1 e 2) da outra subunidade (S. Daopin
et al., Proteins: Structure, Function and Genetics 17 176-192, 1993). Foi
proposto que as caracteristicas estruturais primarias que interagem com o
receptor de TGF-B2 consistem em aminoacidos na extremidade do terminal C da
hélice alfa H3 de uma cadeia, juntamente com os residuos dos finger 1 e 2 da
outra cadeia (D.L. Grifith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93 878-883, 1996).
A identificaco de um epitopo para |gG4 6B1 com a hélice alfa H3 de TGF-2 é
consistente com o facto de o IgG4 6B1 impedir a ligacdo ao receptor e
neutralizar a actividade biolégica do TGF-B2.

Se o epitopo para IgG4 6B1 for tridimensional, poderdo haver outros

epitopos ndo contiguos, aos quais 0 anticorpo se podera ligar.

H4 evidéncias anteriores de que os anticorpos dirigidos contra esta regiao
do TGF-B2 podem ser especificos para TGF-B2 e neutralizar esta actividade.
Flanders et al., (Development, 113 183-191, 1991) mostraram que se podiam
criar anti-soros policlonais em coelhos contra os residuos 50 a 75 de TGF-B2
maduro e que estes anticorpos reconheciam o TGF-B2, mas nao o TGF-B1, em
transferéncias de Western. Num artigo anterior, K.C. Flanders et al,
(Biochemistry, 27 739-746, 1988) mostraram que 0s anti-soros policlonais
criados em coelhos contra os aminoacidos 50 a 75 de TGF-f1 podiam
neutralizar a actividade biolégica de TGF-B1. O anticorpo que isoldamos e
caracterizamos, lgG4 6B1, é um anticorpo humano dirigido contra os
aminoéacidos nesta regido, que neutraliza a actividade biolégica do TGF-p2
humano. E surpreendente que um anticorpo neutralizante deste tipo contra o
TGF-B2 possa ser isolado em humanos (em que a imunizagdo com um péptido
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ndo pode ser utilizada por razdes éticas) directamente a partir de um repertério
de exibicdo de anticorpos em fagos.

A descricdo completa da W097/13844, incluindo as reivindicacdes, €
aqui especificamente incorporada.
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Tabela 2

Propriedades de fragmentos Fv de uma s6 cadeia quanto a ligacdo a TGF-betal ou
TGF-beta2, determinadas utilizando BIACore

Anticorpo Koy (s") K, (nM)
TGF-betal
31G9 9,0 10* 12
CS32 1,2 107
CS39 1,7 10°
TGF-beta2
6A5 1,4 10* 0,7
6B1 6,0 10*
6H1 1,1 10%
14F12 2,1 1073
Tabela 3
Niveis de dose didria para animais individuais em cada grupo
Grupo Clone Formato de Antigénio Dose
anticorpo
1 Sol. salina - - -
de controlo
2 31G9 scFv TGF- B, 20 ng
3 6A5 scFv TGF- B, 20 ng
4 27C1/10A6 19G4 TGF- B, 692 ng
5 6H1 1gG4 TGF- B, 1,76 ug
6 31G9 scFv TGF- B, 20 ng
+B6Ab TGF- B, "
7 27C1/10A6 1gG4 TGF- B, 692 ng
+6H1 TGF- B, 1,76 ng
Tabela 4
Valores de IC4, para anticorpos no ensaio em TF1
Anticorpo scFv (nM) 1gG4 (nM)
6H1 1,6 100
6B1 15 11
6A5 8 150
14F12 90 nd

nd

= nao determinado
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Tabela 5
Valores de IC5, para anticorpos, medidos utilizando um ensaio com
radiorreceptores
Anticorpo anti-TGF-B1 I1C5, NM
scFv 7A3 > 100
scFv 31G9 30
scFv CS32 4.5
scFv CS39 60
IgG 27C1/10A6 9
scFv VT37 100
Anticorpo anti-TGF-p2 IC50. nM
‘ scFv 6Ab 1,5
IgG 6A5 6
scFv 6B1 0,3
IgG 6B1 0,6
scFv 6H1 0,22
IgG 6H1 10
IgG 11E6 1.6
scFv 14F12 3
ScFv VT37 2
Tabela 6
’ Poténcia de neutralizacdo de isoformas de TGF-beta
IC5, do ensaio de proliferacdo de células TF1 (nM de 1gG)
1gG4 6B1 Genzyme
TGF-betal >100 1,5
TGF-beta2 2 10
TGF-beta3 11 0.1
ICs, do ensaio com radiorreceptores em células A543 (nM de IgG)
TGF-betal >400 0,55
TGF-beta2 0,05 0,6
TGF-beta3 4 0,03
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Tabela 7
Parametros cinéticos de IgG4 6B1 e Fv de uma s6 cadeia 6B1
formato de anticorpo antigénio Kot 87 Kon M's™ constante de
dissociacdo, Ky nM

scFv 6B1 TGF-B2 6,68 10* 2,87 10° 2,32

1gG4 6B1 TGF-p2 3,36 10* 3,84 10° 0,89

lgG4 6B1 TGF-B3 4,5 10* 4,5 10* 10,0
Tabela 8

Sequéncias de péptidos a partir da ligacdo de fagos a IgG4 6B1

Esta tabela mostra a sequéncia de amino4cidos de 4 clones de exibicdo de péptidos em
fagos, que apresentam uma concordancia com a sequéncia de TGF-beta2. Estes clones
foram alinhados por baixo da parte relevante da sequéncia de TGF-beta2, que é
apresentada nas posicdes de aminoacidos 56 a 77

TGF-beta2 TQHSRVLSLYNTINPEASASPC

Clone 1 RQLSLQQRMH

Clone 2 DPMDMVLKLC

Clone 3 WSEFMRQSSL

Clone 3 VESTSLQFRG

Tabela 9
Ligacdo de péptidos de TGF-beta a IgG4 6B1 imobilizado num chip BIACore
péptido Concentracao de péptido, quantidade de ligacdo a
uM superficie de IlgG4 6B1, UR
TGF-B256.69 537 1012,8
TGF-B1ss.69 524 190,7
péptido irrelevante 745 60,9
-4, MAI 2001

Lisboa,
Por CAMBRIDGE ANTIBODY TECHNOLOGY LIMITED

CIAL -
— Vs, 10 JOAO
DA CUNHA FERREIRA

Ag. Of Pr. Ind.
Rua das Flores, 74-4.°
1200-195 LISBOA
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REIVINDICACOES

1. Membro de ligacéo espccifica que compreende um dominio de ligacao
ao antigénio de um anticorpo humano especifico para TGF-p humano, que se
liga & isoforma de TGF-§ humano, TGF-B1, preferencialmente em relagéo a
TGF-B3, e que neutraliza o TGF-B1, em que o dominio de ligagdo ao antigénio
do anticorpo humano compreende o dominio VH, VH de 31G9, cuja sequéncia
de aminoacidos é apresentada na figura 1(a)(ii) e/ou o dominio VL, VL de CS37,
cuja sequéncia de aminoécidos é apresentada na Figura 14.

2. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicagdo 1,

compreendendo o referido dominio VL de CS37.

3. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicagdo 2,
compreendendo o referido dominio VH de 31G9.

4. Membro de ligacdo especifica compreendendo um dominio de ligacédo
ao antigénio de um anticorpo humano, que compete para a ligacdo a TGF-B1
com um membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicagdo 3, que se
liga a TGF-B1 com uma constante de dissociacdo que é pelo menos cinco vezes

inferior a sua constante de dissociacdo para TGF-$3 e que neutraliza o TGF-$1.

5. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 1, ou a
reivindicacdo 4, compreendendo um dominio VL que é uma sequéncia de
aminoacidos variante do dominio VL, VL de CS37, por meio de uma

substituicdo de um aminoacido na sequéncia apresentada na Figura 14.

6. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicagédo 1, que se
liga ao péptido TQYSKVLSLYNQHN.

7. Membro de ligacdo especifica de acordo com qualquer das
reivindicacdes anteriores, compreendendo uma molécula de anticorpo Fv de

uma s6 cadeia.

8. Membro de ligacdo especifica de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6, que compreende um ou mais aminoacidos além dos que
formam o referido dominio de ligacdo ao antigénio do anticorpo humano.
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9. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 8, que

compreende uma regido constante de anticorpo.

10. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 9, que

compreende um anticorpo completo.

11. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 9 ou
10 em que a referida regido constante de anticorpo é do isotipo IgG4.

12. Método que compreende provocar ou permitir a ligacdo in vitro de um
membro de ligacdo especifica de acordo com qualquer das reivindicagdes
anteriores, a isoforma TGF-B1 de TGF-f humano.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que a referida ligacao

do membro de ligacdo especifica neutraliza a referida isoforma.

14. Membro de ligacdo especifica de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 11, para utilizacdo num método de tratamento de um
individuo, para contrariar os efeitos do TGF-p que sdo prejudiciais para o

individuo.

15. Membro de ligacéo especifica de acordo com a reivindicacdo 14, em

que os referidos efeitos s&o efeitos que promovem a fibrose.

16. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 15 em
que o referido individuo tem uma condicdo seleccionada do grupo constituido
por glomerulonefrite, cicatriz neural, cicatriz dérmica, cicatriz ocular, fibrose
pulmonar, lesdo arterial, retinopatia proliferativa, descolamento da retina,
sindrome da dificuldade respiratéria do adulto, cirrose do figado, pés-enfarte do
miocardio, pds-estenose recidiva angioplastica, cicatriz queldide, esclerodermia,

desordens vasculares, cataratas e glaucoma.

17. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 16, em

que a referida condigéo é a cicatriz neural ou glomerulonefrite.
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18. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicagdo 14, em
que os referidos efeitos contribuem para uma condicdo de doenca imunitaria ou
inflamatoria.

19. Membro de ligacdo especifica de acordo com a reivindicacdo 18, em
que a referida condicao ¢ seleccionada do grupo constituido por artrite
reumaté6ide, doenca de deficiéncia de macréfagos e infeccdo patogénica de

macréfagos.

20. Utilizacdo de um membro de ligagao especifica de acordo com
qualquer uma das reivindicacbées 1 a 11, para o fabrico de um medicamento
para o tratamento de um individuo, para contrariar os efeitos do TGF-p que sao

prejudiciais para o individuo.

21. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 20, em que os referidos

efeitos sdo efeitos de promocéo de fibrose.

22. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 21, em que o referido
individuo tem uma condicdo seleccionada do grupo constituido™ por
glomerulonefrite, cicatriz neural, cicatriz dérmica, cicatriz ocular, fibrose
pulmonar, lesdo arterial, retinopatia proliferativa, descolamento da retina,
sindrome da dificuldade respiratéria do adulto, cirrose do figado, pos-enfarte do
miocardio, pés-estenose recidiva angioplastica, cicatriz queldide, esclerodermia,

desordens vasculares, cataratas e glaucoma.

23. Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 22, em que a referida

condicédo é cicatriz neural ou glomerulonefrite.

24. Utilizacdo de acordo com a reivindicacéo 23, em que os referidos

efeitos contribuem para uma condi¢do de doenca imunitaria ou inflamatéria.

25. Utilizacdo dc acordo com a reivindicagao 24, em que a referida
condicdo é seleccionada do grupo constituido por artrite reumatdide, doenca de
deficiéncia de macréfagos e infeccao patogénica de macrofagos.

26. Acido nucleico que codifica para um membro de ligacao especifica de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 11.
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27. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 26, que é parte de um

vector de expressao.

28. Método que compreende a utilizagdo de um &cido nucleico de acordo
com a reivindicacdo 26 ou a reivindicacdo 27, num sistema de expressdo, para
a producdo de um membro de ligacédo especifica de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 11.

29. Célula hospedeira que contém um &cido nucleico de acordo com a
reivindicacdo 26 ou a reivindicagao 27.

30. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 29, que é capaz de
produzir o referido membro de ligacao especifica, sob condicbes de cultura

adequadas.

31. Método para a producdo de um membro de ligacdo especifica de
acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 11, compreendendo a cultura
de uma célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 30, sob condi¢des
adequadas para a producéo do referido membro de ligacdo especifica.

32. Método de acordo com a reivindicacdo 31, em que apés a referida
producdo, o referido membro de ligacdo especifica é isolado da cultura de

células.

33. Método de acordo com a reivindicacdo 32, em que apds o referido
isolamento, o membro de ligacdo especifica é utilizado na formulacdo de uma
composi¢do, que compreende pelo menos um componente adicional.

34. Método de acordo com a reivindicacdo 33, em que a referida
composicdo é uma composi¢cdo farmacéutica que compreende um excipiente

farmaceuticamente aceitavel.

35. Composicdo farmacéutica que compreende um membro de ligagdo
especifica de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 11 e um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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36. Método para a obtencdo de um dominio de ligacdo ao antigee:
um anticorpo, com as propriedades de ser especifico para o TGF-B humano, de
se ligar a isoforma TGF-B1 do TGF-§ humano, preferencialmente em relacdo ao
TGF-3, e de neutralizar o TGF-f1, em que o método compreende proporcionar,
por meio de adicdo, delecdo, substituicdo ou insercdo de um ou mais
aminoacidos na sequéncia de aminoacidos apresentada na Figura 1 (a) (i), um
dominio VH, que é uma sequéncia de aminoécidos variante do dominio VH, VH
de 31G9, e/ou proporcionar, por meio de adicdo, deleg&o, substituicdo ou
insercdo de um ou mais aminoacidos na sequéncia de aminoacidos apresentada
na Figura 14, um dominio VL, que é uma sequéncia de aminoécidos variante do
dominio VL, VL de CS37, combinar o dominio VH e/ou os dominios VL assim
proporcionados com um ou mais dominios VL ou VH, respectivamente, para
obter uma ou mais combinacées VH/VL, e testar a combinagdo ou combinagdes
VH/VL, quanto as referidas propriedades, para identificar um dominio de ligacao
ao antigénio, do anticorpo, com as referidas propriedades.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, em que o referido
dominio de ligacdo ao antigénio do anticorpo, identificado como tendo as
referidas propriedades, é produzido na forma de uma molécula de anticorpo Fv
de uma s6 cadeia, isolada.

38. Método de acordo com a reivindicacdo 36, em que o referido dominio
de ligagdo ao antigénio do anticorpo, identificado como possuindo as referidas
propriedades, é produzido num polipéptido compreendendo um ou mais
aminoacidos, além dos que formam o dominio de ligagdo ao antigénio do

anticorpo.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, em que o referido
polipéptido compreende uma regido constante de anticorpo.

40. Método de acordo com a reivindicagdo 39, em que o referido

polipéptido compreende um anticorpo completo.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 39 ou 40, em que a referida
regido constante do anticorpo € do isotipo IgG4.
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42. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 37 a 41, em
que o referido dominio de ligagdo ao antigénio do anticorpo, identificado como

tendo as rcferidas propriedades, é produzido por meio de expressdo a partir do
acido nucleico codificante.

43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacées 37 a 42, em

que o referido dominio de ligacdo ao antigénio, do anticorpo, identificado como
tendo as referidas propriedades,

é formulado numa composicdo que
compreende pelo menos um componente adicional.

44. Método de acordo com a reivindicacdo

43, em que a referida
composicdo compreende um excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Lisboa, -4 MM 2001

Por CAMBRIDGE ANTIBODY TECHNOLOGY LIMITED
- O AGENTE OFICIAL -

QO}DJL%%

- ANTONIO JOAO
‘:—D“E' CSSH A FERREIRA

Ag. Ot pr. ind. \
Rua das Flores, 744
1200196 LISBOA
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