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RESUMO

"ANTICORPOS ANTI-IL-17"

S&do identificados anticorpos anti-IL-17 que sé&o
caracterizados por possuirem uma afinidade elevada e uma
taxa de eliminacdo baixa para a IL-17 humana. Os anticorpos
da invencdo podem ser quiméricos, humanizados ou anticorpos
totalmente humanos, imunoconjugados dos anticorpos ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigénio. Os anticorpos da inven-
cdo sdo uteis, em particular, para tratar disturbios auto-
imunes, inflamatdérios, de proliferacdo e desenvolvimento

celular.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS ANTI-IL-17"

CAMPO DA INVENGAO

A  presente invencdo situa-se no campo da
medicina, particularmente no campo dos anticorpos monoclo-
nais contra IL-17 humana. A invencdo refere-se a anticorpos
monoclonais anti-I1-17 neutralizantes que se ligam com
elevada afinidade a um epitopo antigénico ndo linear ou
conformacional de 1IL-17, que compreende oS aminoécidos
DGNVDYH (SEQ ID NO: 276). 0Os anticorpos da invencdo podem
ser quiméricos, humanizados ou anticorpos humanos, imuno-
conjugados dos anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao
antigénio e s&o Uteis como um medicamento para o tratamento
de disturbios auto-imunes, inflamatdérios, de proliferacdo e

desenvolvimento celular.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A familia IL-17 das citocinas inclui actualmente
I.-17a, 1L-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F. Todos o0s
membros da familia IL-17 possuem quatro residuos de
cisteina altamente conservados gque estdo envolvidos na
formacdo de 1ligacdes persulfureto intracadeia e possuem

dois ou mais residuos de cisteina que podem estar envol-
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vidos nas ligac¢des persulfureto intercadeia. Os membros da
familia IL-17 n&o possuem semelhanca de sequéncias com
nenhumas outras citocinas conhecidas. Contudo, observou-se
um homdélogo viral da IL-17 na grelha de leitura aberta 13
do virus herpes saimiri (Yao, 4, et. al, Immunity, 3:811,
1995) e possuli uma identidade de 72% em residuos de
aminoadcidos com a IL-17A humana. Foram relatadas mualtiplas

funcdes para os membros da familia IL-17 que envolvem

principalmente a regulacgdo da resposta imunitaria.

A interleucina 17 (IL-17, também referida como
IL-17A) ¢é uma glicoproteina homodimérica de 20-30 kD
produzida predominantemente através de células T CD4+
activadas e funciona como uma citocina pré-inflamatdria.
Quando um membro em particular da familia IL-17 é referido
simplesmente como "IL-17", entende-se que o referido membro
da familia é o IL-17A. A IL-17 é secretada por células T
activadas nos sitios da inflamacdo que ndo estdo na
circulacdo sistémica. A IL-17 1liga-se a um receptor de
transmembrana de tipo I denominado IL-17R que ¢é uma
proteina grande que se expressa de forma ubigqua, que né&o
apresenta uma semelhanca de sequéncia significativa com
nenhuns outros receptores de citocina conhecidos. A IL-17
possui maltiplas propriedades bioldégicas, incluindo
moléculas de adesdo de regulacdo positiva e a inducédo da
producdo de multiplas citocinas inflamatdérias e quimiocinas
de varios tipos de células, incluindo sinovidcitos,
condrécitos, fibroblastos, c¢élulas endoteliais, células

epiteliais, queratindécitos, e macrdéfagos. A IL-17 também
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induz o recrutamento de neutrdfilos para um local
inflamatdério através da inducéo da libertacéao de
quimiocinas, estimula a producdo de prostaglandinas e de
metaloproteinases e inibe a sintese de proteoglicano. Para
além disso, a IL-17 desempenha um papel importante na
maturacdo das células progenitoras hematopoiéticas. Foi
demonstrado que a IL-17 possui papéis de sinalizacdo em
diferentes 6rgdos e tecidos, incluindo o pulmido, cartilagem
articular, osso, cérebro, células hematopoiéticas, rim,
pele e intestino. Para uma revisdo da biocactividade da IL-
17, ver, e.g., Kolls e Linden, Immunity 21:467-476, 2004,

ou Fossiez, et al. Int. Rev. Immunol. 16:541, 1998.

Os niveis aumentados de IL-17 (i.e., IL-17A) tém
sido associados a varios estados, doencas ou disturbios,

incluindo inflamacdo das vias respiratdrias, artrite

reumatdide ("RA"), osteoartrite, erosdo Ossea, abcessos e
adesodes intraperitoneais, disturbio do intestino
inflamatério ("IBD"), rejeicdo de aloenxertos, psoriase,

certos tipos de cancro, angiogénese, aterosclerose e
esclerose maltipla ("MS") (para uma revisdo ver Witkowski,
et al., Cell. Mol. Life Sci. 61:567-579, 2004). Ambas IL-17
e IL-17R sé&do reguladas positivamente no tecido sinovial dos
doentes com RA. O bloqueamento de uma bicactividade de IL-
17 através da ligacdo de um anticorpo especifico para IL-17
ou receptor soluvel para IL-17 reduz a inflamacdo e a
erosdo Ossea em varios modelos de artrite animal. (Ver,
e.g., Lubberts et al., Arthritis & Rheumatism, 50:650-659,

2004) . Para além disso, a IL-17 possui efeitos
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independentes de IL-13 a degradacdo e inflamacdo da matriz
de colagénio e na lesdo das articulacbes, enquanto a IL-17

tem sinergia com TNF-o para amplificar a inflamacédo.

Assim, dada a sua distribuicdo localizada no
sitio da inflamacédo, a IL-17 parece ser um novo alvo para o
tratamento de RA e de outras doencas inflamatdérias ou auto-
imunes com um perfil de seguranca potencialmente superior
do que o dos farmacos que tém como alvo a circulacéo
sistémica de citocinas prdé-inflamatdrias, tais como a TNEF-
o. Os Dbioprodutos actualmente aprovados pela FDA (os
anticorpos ENBREL®, REMICADE® e HUMIRA®) que se ligam a, e
neutralizam a TNF-o demonstraram eficédcia na reducdo de
sinais e sintomas de RA e no retardamento da progressdo da
doenca num subconjunto de doentes com RA. Contudo, nem
todos os doentes com RA respondem de forma igual a inibicéo

de uma bioactividade de TNF-o com estes bioprodutos.

Adicionalmente, o mRNA de IL-17 & aumentado nas
lesdes de esclerose multipla e nas células mononucleares no
sangue e no fluido cefalorraquidiano em doentes dom MS,
particularmente durante a exacerbacdo clinica. Consequen-
temente, existe uma necessidade para composicdes que
antagonizem ou neutralizem a actividade de IL-17 de modo a
tratar disttrbios, doencas ou estados em que a presenca da
bioactividade de IL-17 provoca ou contribui para um efeito
patoldédgico indesejdvel ou em gque uma diminuicdo na
biocactividade da IL-17 contribui para um efeito terapéutico

desejavel, incluindo disturbios inflamatdérios, disturbios
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de proliferacdo e desenvolvimento celular e disturbios

auto-imunes, tailis como RA e MS e IBD.

Giavedoni, L D, Journal of Immunological Methods,
Vol. 301, N° 1-2, 89-101, Junho de 2005, descreve a
deteccdo simultédnea de multiplas citocinas e quimiocinas a
partir de primatas n&do humanos wutilizando a tecnologia
luminex. S&o mencionados trés anticorpos anti-IL-17 na

Tabela 1.

Moseley, T A, et al., Cytokine and Growth Factor
Reviews, Vol. 14, N° 2, 155-174, Abril de 2003, descreve a

familias das interleucinas-17 e os receptores de IL-17.

WO 2004/106377 descreve um método para obter um
anticorpo com uma funcdo desejada. Os anticorpos anti-IL-17

C9 e D12 s&o descritos na Tabela 4.

Hofstetter et al., Cellular Immunology, Vol. 237,
N° 2 123-130, Outubro 2005, descreve a eficiéncia
terapéutica da neutralizacdo de IL-17 em encefalomielite
auto-imune experimental. Foil observado que a neutralizacédo
de IL-17 com um anticorpo monoclonal melhora o curso da

doenca.

H&4 uma necessidade para um anticorpo neutrali-
zante anti-IL-17 que se liga especificamente a IL-17 de
origem humana assim como IL-17 de um mamifero ndo humano

permitindo desse modo que o anticorpo seja utilizado em
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estudos pré-clinicos e clinicos in vivo. Para além disso,
existe uma necessidade para um anticorpo especifico para
IL-17 que se ligue a IL- 17 com uma afinidade elevada e/ou
possua uma taxa de eliminacdo lenta permitindo desse modo
que uma dose terapéutica eficaz seja minimizada resultando
numa dosagem menos frequente com um tal anticorpo do que
com um anticorpo que se liga a IL- 17 com uma afinidade
menor (i.e., um Kp superior) e/ou possua uma taxa de
eliminacdo mais ré4pida. E também desejavel um anticorpo
especifico para IL-17 com afinidade elevada na medida em
que pode permitir gue o anticorpo seja administrado a um
doente subcutaneamente em vez de intravenosamente. Ha
também uma necessidade para um anticorpo especifico para
IL-17 com um valor de ICsy baixo num ensaio de
biocactividade de IL- 17 de modo a criar um anticorpo anti-
IL-17 terapéutico com uma dose minima de efeito tera-
péutico. E também desejavel proporcionar um anticorpo
especifico para IL- 17 em gue uma resposta imunitdria para
o0 anticorpo produzida por um doente que recebe o anticorpo
¢ reduzida para um minimo. A presente invencdo satisfaz

estas necessidades e proporciona vantagens relacionadas.
SUMARIO DA INVENGAO
O ambito da presente invencdo é definido pelas
reivindicacdes e qualquer informacdo que nédo caiam dentro

das reivindicacdes ¢é fornecida apenas para informacéo.

Os anticorpos da invencdo sédo anticorpos monoclo-
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nais anti-IL-17 qguiméricos, humanizados, ou totalmente
humanos, e suas porg¢des de ligacdo ao antigénio, que se
ligam a um epitopo nédo linear que compreende o0s aminoacidos
de IL-17 DGNVDYH (SEQ ID NO: 276) e antagonizam ou
neutralizam pelo menos uma actividade bioldégica in vitro ou

in vivo associada a IL-17 ou a uma porcdo desta.

Numa forma de realizacéo, 0s anticorpos da
invencdo possuem uma ICsg inferior a, ou igual a cerca de
1 nM, 900 pM, 800 pM, 700 pM, 600 pM, 560 pM ou 500 pM num
ensaio de repdrter de IL-8 in vitro, como descrito, por
exemplo, no Exemplo 6A aqui referido ou inferior a ou igual
a 560 pM num Ensaio de Repdrter de GROa in vitro como

descrito, por exemplo, no Exemplo 6B aqui referido.

Noutra forma de realizacdo, os anticorpos da
invencdo sdo caracterizados por uma forte afinidade de
ligacdo (Kp) para IL-17 humana, i.e., inferior a cerca de 7
M, 6,5 pM, 6,0 pM, 5,5 pM, 5,0 pM, 4,5 pM ou 4,0 pM.
Alternativamente, 0s anticorpos da invencéo sédo
caracterizados por uma K; para IL-17 humana ndo superior a
cerca de 7 pM, 6,5 pM, 6,0 pM, 5,5 pM, 5,0 pM, 4,5 pM ou
preferencialmente né&o superior a cerca de 4,0 pM.
Preferencialmente, os anticorpos da invencdo s&do ainda
caracterizados com uma taxa de k.rr de IL-17 humana inferior

a 2 x 107 st

Noutra forma de realizacdo, um anticorpo anti-IL-

17 da invencdo ¢é caracterizado ligando especificamente IL-
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17 humana, assim como IL-17 de macaco cinomdélogo embora nédo
se ligando a 1IL-17 de murganho ou de &rato a niveis
superiores ao fundo. Adicionalmente, um anticorpo anti-IL-
17 da invencgdo liga IL-17 humana (i.e., IL-17A), mas ndo se

liga a IL-17B, C, D, E ou F humanas.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo monoclonal
anti-IL-17 da invencdo compreende um polipéptido da regido
variavel de cadeia leve ("LCVR") compreendendo 3 sequéncias
de CDR que estdo presentes em conjunto num Fab listado na
Tabela 3, aqui referida abaixo e que estdo presentes no
anticorpo da invencdo na mesma posicdo de CDR como no Fab
listado na Tabela 3. Preferencialmente, um anticorpo
monoclonal anti-IL-17 da invencdo compreende um polipéptido
de LCVR com uma sequéncia de aminodcidos seleccionada a

partir do grupo gque consiste nas SEQ ID NOs: 178-243.

Noutra forma de realizacéo, um anticorpo
monoclonal anti-IL-17 da invencdo compreende uma regido
variavel de cadeia pesada ("HCVR"™) compreendendo o)
polipéptido 3 CDRs que estdo presentes em conjunto numa Fab
listada na Tabela 2 aqui referido abaixo e que estédo
presentes no anticorpo da invencdo na mesma posicdo da CDR
como na Fab listada na Tabela 2. Preferencialmente, um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invengdo compreende um
polipéptido de HCVR com uma sequéncia de aminoacidos
seleccionada a partir do grupo gue consiste nas SEQ ID NOs:

56-121.
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Noutra forma de realizacdo, um anticorpo mono-
clonal anti-IL-17 da invencdo compreende um polipéptido de
LCVR compreendendo 3 CDRs que estdo presentes em conjunto
numa Fab listada na Tabela 3 e que estdo presentes no
anticorpo da invencdo na mesma posicdo de CDR que na Fab
listada na Tabela 3 e compreende ainda um polipéptido de
HCVR compreendendo 3 CDRs que estdo presentes em conjunto
numa Fab listada na Tabela 2 e que estdo presentes no
anticorpo da invencdo na mesma posicdo de CDR que na Fab
listada na Tabela 2. Preferencialmente, as 6 CDRs de um
anticorpo da invencédo, ou seu fragmento funcional, existem
em conjunto numa Fab listada na Tabela 1 aqui referida
abaixo e estdo presentes no anticorpo da invencdo na mesma

posicdo de CDR que na Fab listada na Tabela 1.

Numa forma de realizacdo preferida, um anticorpo
monoclonal anti-IL-17 da invencdo compreende (1) um
polipéptido de LCVR com uma sequéncia de aminoacidos
seleccionada a partir do grupo gque consiste nas SEQ ID NOs:
178-243 e (ii) um polipéptido de HCVR com uma sequéncia de
aminoadcidos seleccionada a partir do grupo gue consiste nas
SEQ ID NOs: 56-121. Numa forma de realizacdo mais prefe-
rida, um anticorpo da invencdo compreendendo um polipéptido
de LCVR com uma sequéncia de aminodcidos seleccionada a
partir do grupo dgque consiste nas SEQ ID NOs: 178-243
compreende ainda o polipéptido de HCVR seleccionado a
partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 56-121 que
estd presente numa Fab listada na Tabela 1 que compreende o

LCVR particular presente no anticorpo.
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Noutra forma de realizacéo, um anticorpo
monoclonal da invencdo ¢é aquele que pode competir pela
ligacdo a IL-17 humana, ou uma porcdo de IL-17 humana, com
um anticorpo de competicdo em que o anticorpo de competicédo
compreende dois polipéptidos com as sequéncias de

aminodcidos das SEQ ID NOs: 241 e 118.

Noutra forma de realizacdo, uma LCVR de um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencdo compreende 1, 2
ou 3 péptidos, preferencialmente 3 péptidos, seleccionados
a partir do grupo gue consiste nos péptidos com uma
sequéncia como apresentado em (a) SEQ ID NOs: 122-149; (b)
SEQ ID NOs: 150-167, e (c) SEQ ID NOs:168-177 (i.e., um
péptido de (a), um péptido de (b) e um péptido de (c) para
um anticorpo compreendendo os referidos 3 péptidos). Um
péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 122-
149, gquando presente num anticorpo da invencdo, estd na
CDRL1. Um péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID
NOs: 150-167, gquando presentes num anticorpo da invencéo,
estd na CDRL2. Um péptido com a sequéncia apresentada nas
SEQ ID NOs: 150-167, quando presentes num anticorpo da

invencdo, estd na CDRL3.

Noutra forma de «realizacdo, wuma HCVR de um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencdo compreende 1, 2
ou 3 péptidos, preferencialmente 3 péptidos, seleccionados
a partir do grupo gue consiste nos péptidos com uma

sequéncia como apresentado em (a) SEQ ID NOs: 11-28; (b)



PE1963368 - 11 -

SEQ ID NOs: 29-32, e (c) SEQ ID NOs: 33-55 e 201 (i.e., um
péptido de (a), um péptido de (b) e um péptido de (c) para
um anticorpo compreendendo os 3 péptidos referidos). Um
péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 11-28,
quando presente no referido anticorpo, estd em CDRH1. Um
péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 29-32,
quando presente no referido anticorpo, estd na CDRH2. Um
péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 33-55 e

261, quando presente no referido anticorpo, esta na CDRH3.

A presente invencéo proporciona ainda um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 compreendendo seis péptidos
seleccionados a partir do grupo que consiste nos péptidos
com uma sequéncia como apresentada em (a) SEQ ID NOs: 122-
149; (b) SEQ ID NOs: 150-167, (c) SEQ ID NOs: 168-177, (d)
SEQ ID NOs: 11-28; (e) SEQ ID NOs: 29-32, e (f) SEQ ID NOs:
33-55 e 2061 (i.e., um péptido de cada um de (a-f));
preferencialmente o0s seis péptidos coexistem num Fab
listado agqui na Tabela 1. Um péptido com a sequéncia
apresentada nas SEQ ID NOs: 122-149, gquando presentes num
anticorpo da invencdo, estd na CDRL1. Um péptido com a
sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 150-167, guando
presente num anticorpo da invencdo, estd na CDRL2. Um
péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID NOs: 150-
167, gquando presente num anticorpo da invencdo, estd na
CDRL3. Um péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID
NOs: 11-28, quando presente no referido anticorpo, estd na
CDRH1. Um péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID

NOs: 29-32, quando presente no referido anticorpo, estd na
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CDRH2. Um péptido com a sequéncia apresentada nas SEQ ID
NOs: 33-55 e 261, gquando presente no referido anticorpo,

estd na CDRH3.

A presente invencdo proporciona ainda um anti-
corpo monoclonal anti-IL-17 compreendendo os seis péptidos
com as sequéncias como apresentadas nas SEQ ID NOs: 247,
248, 249, 244, 245 e 246. 0O péptido com a sequéncia
apresentada na SEQ ID NO: 247 estd na CDRL1. O péptido com
a sequéncia apresentada na SEQ ID NO: 248 estd na CDRL2. O
péptido com a sequéncia apresentada na SEQ ID NO: 249 esté
na CDRL3. O péptido com a sequéncia apresentada na SEQ ID
NO: 244 estd na CDRH1. O ©péptido com a sequéncia
apresentada na SEQ ID NO: 245 estd na CDRH2. O péptido com

a sequéncia apresentada na SEQ ID NO: 246 estd na CDRH3.

Um anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencgé&o
pode compreender ou consistir num anticorpo intacto (i.e.,
comprimento total), um anticorpo substancialmente intacto
ou uma sua porcdo de ligacdo ao antigénio, e.g., um
fragmento Fab, um fragmento F(ab'), ou um fragmento Fv de
cadeia simples. Para além disso, um anticorpo da invencéao
pode ser marcado com um marcador detectédvel, imobilizado
numa fase sélida e/ou conjugado com um composto heterdlogo,

e.g., uma enzima, toxina ou molécula de polietilenoglicol.

Noutra forma de realizacdo, a invencdo PpPropor-
ciona um método de preparacdo de um anticorpo monoclonal

anti-IL-17 da invencdo compreendendo manter uma célula
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hospedeira da invencdo (i.e., a célula hospedeira que foi
transformada, transduzida ou infectada com um vector (ou
vectores) da invencdo que expressa um anticorpo da inven-
cd0o) nas condicgdes apropriadas para expressdo de um anti-
corpo monoclonal da invencédo, através do qual esse anticor-
po é expresso. O método pode ainda compreender o passo de
isolar o anticorpo monoclonal da invencdo a partir da
célula ou preferencialmente a partir do meio de cultura no

qual a célula é cultivada.

Estdo contempladas utilizacdes para diagndstico
para os anticorpos monoclonais da invencdo. Numa aplicacéo
de diagnéstico, a invencdo proporciona um método para
determinar o nivel de proteina IL-17 numa amostra compre-
endendo expor uma amostra a ser testada a um anticorpo
anti-IL-17 da invencédo em condicdes de ligacdo e determinar
a ligacdo especifica do anticorpo a amostra. Um anticorpo
anti-IL-17 da invencdo pode ser utilizado para determinar
os niveis de IL-17 em amostras de teste através da
comparacdo dos valores da amostra de teste com uma curva
padrdo criada através da ligacdo do referido anticorpo as
amostras com quantidades conhecidas de IL-17. A 1invencéo
proporciona ainda um estojo ("kit") compreendendo um anti-
corpo da invencdo e, preferencialmente, instrucdes para
utilizar o anticorpo para detectar a proteina IL-17 numa

amostra.

A invencdo proporciona uma composicdo, preferen-

cialmente uma composicdo farmacéutica, compreendendo um
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anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencgdo. A composicédo
farmacéutica da invencdo pode ainda compreender um veiculo,
excipiente e/ou diluente farmaceuticamente aceitédveis. Na
referida composicdo farmacéutica, o anticorpo monoclonal
anti-IL-17 da invencdo é o Unico ingrediente activo. Prefe-
rencialmente, a composicdo farmacéutica compreende uma
populacdo homogénea ou substancialmente homogénea de um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencgdo. A composicédo
para utilizacdo terapéutica é fisiologicamente compativel,
estéril e pode ser liofilizada e opcionalmente fornecida

com um diluente apropriado.

E aqui revelado um método de inibicdo de pelo
menos uma biocactividade de IL-17 num animal, preferen-
cialmente um mamifero, mais preferencialmente um humano,
que dele tem necessidade, compreendendo administrar uma
quantidade terapeuticamente eficaz, ou quantidade neutra-
lizadora de IL-17, de um anticorpo monoclonal anti-IL-17 da
invencdo ao referido animal. E aqui também revelado um
método de tratamento de uma doenca ou distirbio melhorado
pela neutralizacdo ou antagonizar de uma biocactividade de
IL-17, e.g., inibicdo de transducdo de sinal que resulta da
ligacdo de 1IL-17 ao seu receptor, gque compreende admi-
nistrar a um doente (e.g., um humano) em necessidade desse
tratamento ou prevencdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de quantidade neutralizadora de IL-17, de um

anticorpo monoclonal da invencéo.

A invencdo corporiza um anticorpo monoclonal
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anti-IL-17 da invengdo para utilizacdo no fabrico de um
medicamento para administracdo a um mamifero, preferen-
cialmente um humano, para o tratamento de, e.g., um distur-
bio auto-imune ou disturbio de inflamacdo ou disturbio de

proliferacdo celular.

A invencdo incorpora ainda um artigo de fabrico
compreendendo um material de empacotamento e um anticorpo
da invencédo contido no referido material de empacotamento,
em que o material de empacotamento compreende uma insercgdo
na embalagem que indica qgue o anticorpo neutraliza espe-
cificamente uma actividade de IL-17 ou diminui o nivel de

IL-17 funcional presente no sistema.

A invencdo proporciona ainda moléculas de é&acido
nucleico isolado que codificam um anticorpo da invencdo ou
sua cadeia leve ou cadeia pesada; um vector (ou vectores)
compreendendo o referido &cido nucleico, ligado opcional-
mente de uma forma operacional a sequéncias de controlo
reconhecidas por uma célula hospedeira transformada com o
vector; uma célula hospedeira compreendendo esse vector; um
processo para produzir um anticorpo da invencéao
compreendendo cultivar a célula hospedeira de modo a que o
dcido nucleico seja expresso e, opcionalmente, recuperar o

anticorpo a partir do meio de cultura da célula hospedeira.

A invengdo proporciona ainda moléculas de é&cido
nucleico isolado que codificam IL-17 de macaco cinomdlogo

(SEQ ID NO: 253) ou IL-17 de coelho (SEQ ID NO: 251); a
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proteina IL-17 codificada pelo &acido nucleico de macaco ou
coelho (SEQ ID NOs: 10 ou 9 respectivamente); compreendendo
0s vectores a referida molécula de &cido nucleico; a célula
hospedeira compreendendo o referido vector; e um pProcesso
para produzir IL-17 de macaco cinomdélogo ou IL-17 de

coelho.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A FIG. 1 apresenta o alinhamento das sequéncias
de aminoédcidos de membros da familia das proteinas de IL-17

humanas (IL-17, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F).

A FIG. 2 apresenta o alinhamento das sequéncias
de aminodcidos de DL-17 das espécies humana, coelho, rato,

macaco cinomélogo e murino.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

O ambito da presente invencdo ¢é definido pelas
reivindicac¢des e qualquer informacdo gque ndo cala nas

reivindicacdes é fornecida apenas para informacédo.

A invencédo apresenta anticorpos monoclonais anti-
IL-17 quiméricos, humanizados ou totalmente humanos, ou
suas porcdes de ligacéo ao antigénio, capazes de
neutralizar ou antagonizar pelo menos uma actividade de IL-
17 in vitro e/ou 1n vivo. Preferencialmente, esses

anticorpos da invencdo sdo ainda caracterizados como
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possuindo uma ICsg inferior a cerca de 600 ou 560 pM em
e.g., um ensaio de repdrter de IL-8 in vitro ou ensaio
repbdérter de GROa (ver, e.g., Exemplo 6) e/ou preferencial-
mente possuindo uma forte afinidade de ligacdo com IL-17
inferior a 4 pM. Os anticorpos da invencdo sdo ainda
caracterizados por se ligarem especificamente a IL-17 de
humano e de macaco cinombélogo (SEQ ID NOs: 1 e 10
respectivamente) mas nédo se ligarem a IL-17 de murino ou de
rato (SEQ ID NOs: 7 e 8 respectivamente). O epitopo
antigénico ao qual os anticorpos monoclonais da invencdo se
liga é um epitopo ndo linear de IL-17 de humano (e macaco)
e compreende os residuos DGNVDYH (SEQ ID NO: 276) de IL-17.
Um anticorpo da invencdo toma contacto com o péptido
DGNVDYH quando estd no contexto da IL-17 de comprimento

total.

Definicdes

"Interleucina 17" também referida como "IL-17" ou
"IL-17A" é uma proteina de 20-30 kD glicosilada
homodimérica. O gene de IL-17 humano codifica para uma
proteina de 155 aminodcidos que possui uma sequéncia sinal
de 19 aminodcidos e um segmento maduro de 136 aminoécidos.
A IL-17 humana apresenta uma identidade de sequéncia de
aminocdcidos de 62,5% e 58% em relacdo as sequéncias de
aminodcidos de IL-17 de murganho e de rato, respectivamente
como apresentado na Figura 2. A IL-17 humana apresenta uma
identidade de sequéncia de aminodcidos de 97,4% em relacéo

a IL-17 de macaco cinomdlogo.
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Um anticorpo de comprimento total, como existe
naturalmente, é uma molécula de imunoglobulina compreendida
por quatro cadeias peptidicas, duas cadeias pesadas (H)
(cerca de 50-70 kDa gquando de comprimento total) e duas
cadeias leves (L) (cerca de 25 kDa quando de comprimento
total) interligadas através de ligacgbdes persulfureto. A
porcdo amino terminal de cada cadeia inclui uma regido
varidvel de cerca e 100-110 ou mais aminodcidos principal-
mente responsaveis pelo reconhecimento do antigénio. A
porcdo carboxi-terminal de cada cadeia define uma regido

constante principalmente responsavel pela funcdo efectora.

As cadeias leves sdo classificadas como kapa ou
lambda e caracterizadas por uma regido constante parti-
cular. Cada cadeia leve ¢é compreendida por uma regido
variavel de cadeia 1leve N-terminal (aqui referida como
"LCVR") e uma regido constante da cadeia leve compreendida
por um dominio, CL. As cadeias pesadas sé&o classificadas
como gama, mu, alfa, delta, ou epsilon, e define o isotipo
do anticorpo como IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE, respectiva-
mente e vArios destes podem ser ainda divididos em sub-
classes (isotipos) e.g., IgG:, I1IgGy, IgGs, IgGs, IgA; e IgA,.
Cada tipo de cadeia pesada é caracterizado por uma regiédo
constante particular. Cada cadeia pesada é compreendida por
uma regido variavel de cadeia pesada N-terminal (aqui
referida como "HCVR") e uma regido constante de cadeia
pesada. A regido constante de cadeia pesada é compreendida
por trés dominios (CH1, CH2, e CH3) para IgG, IgD, e IgA; e

4 dominios (CH1, CH2, CH3, e CH4) para IgM e IgE.
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As regides HCVR e LCVR podem ser ainda subdi-
vididas em regides de hipervariabilidade, denominadas
regides de determinacdo de complementaridade ("CDRs"),
intercaladas com regides que sdo mais conservadas, denomi-
nadas regides de grelha ("FR"). Cada HCVR e LCVR é composta
de trés CDRs e quatro FRs, dispostas do terminal amino para
0 terminal carboxilo na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. Para os anticorpos de comprimento
total da invencdo as cadeias leves compreendem preferen-
cialmente, a jusante de FR4, um polipéptido com a sequéncia
apresentada na SEQ ID NO: 277. Para os anticorpos de
comprimento total da invencdo, as cadeias pesadas compreen-
dem preferencialmente, a jusante de FR4, um polipéptido com
a sequéncia apresentada na SEQ ID NO: 278. Agqui, as 3 CDRs
da cadeia pesada sédo referidas como "CDRH1, CDRH2, e CDRH3"
e as 3 CDRs da cadeia leve s&o referidas como "CDRL1, CDRL2
e CDRL3." As CDRs contém a maioria dos residuos gque formam
interaccdes especificas com o antigénio. A numeracdo e o
posicionamento dos residuos de aminodcidos da CDR nas
regides HCVR e LCVR estdo de acordo com a convencgdo de

numeracdo de Kabat bem conhecida.

O termo "anticorpo," em referéncia a um anticorpo
monoclonal anti-IL-17 da invengdo (ou simplesmente "anti-
corpo da invencédo"), como aqui utilizado, refere-se a um
anticorpo monoclonal. Um "anticorpo monoclonal", como aqui
utilizado refere-se a um anticorpo de roedor, preferencial-

mente de murino, um anticorpo quimérico, um anticorpo
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humanizado ou um anticorpo totalmente humano, salvo aqui
indicado em contrdrio. Podem ser produzidos anticorpos
monoclonais da invencdo utilizando e.g., técnicas de hibri-
doma bem conhecidas na técnica, assim como tecnologias
recombinantes, tecnologias de apresentacédo em fago,
tecnologias sintéticas ou recombinantes ou combinacdes de
tecnologias Jj& conhecidas na técnica. O termo "anticorpo
monoclonal"™, como aqui utilizado, ndo estd limitado aos
anticorpos produzidos através da tecnologia dos hibridomas.
"Anticorpo monoclonal"™ refere-se a um anticorpo dque &
derivado de uma cépia Unica ou de um clone, incluindo e.g.,
clone eucaridético, procaridético, ou de fago, e ndo o método
através do qual é produzido. Um "anticorpo monoclonal" pode
ser um anticorpo intacto (compreendendo uma regido Fc
completa ou de comprimento total), um anticorpo substan-
cialmente intacto, ou uma porcdo ou fragmento de um
anticorpo compreendendo uma porcdo de ligacdo ao antigénio,
e.g., um fragmento Fab, fragmento Fab' ou fragmento F(ab');
de um anticorpo de murino ou de um anticorpo quimérico,
humanizado ou humano. O fragmento "Fab" contém um dominio
variavel e constante da cadeia leve e um dominio variédvel e
0 primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada. Os
fragmentos do anticorpo "F(ab')," compreendem um par de
fragmentos Fab que sdo geralmente ligados covalentemente
proximo dos seus terminais carboxilo através das cisteinas
da dobra entre eles. Outros acoplamentos quimicos de

fragmentos de anticorpo sdo também conhecidos na técnica.

A regido variavel de cada par de cadeia leve-
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pesada forma um sitio de ligacdo ao antigénio do anticorpo.
Assim, um anticorpo IgG intacto possui dois sitios de
ligacdo. Excepto em anticorpos bifuncionais ou biespeci-
ficos, o0s dois sitios de ligacdo ao antigénio do anticorpo
sdo iguais. Como aqui utilizado, a "porcdo de ligacdo ao
antigénio"™ ou "regido de ligacdo ao antigénio" ou "dominio
de ligacdo ao antigénio" refere-se indistintamente a porcéo
de uma molécula de anticorpo que contém os residuos de
aminoacidos que interagem com um antigénio e conferem ao
anticorpo a sua especificidade e afinidade para o anti-
génio. Esta porcdo de anticorpo inclui os residuos de
"grelha" dos aminocdcidos necessédrios para manter a confor-
macdo apropriada dos residuos de ligacdo ao antigénio.
Preferencialmente, as CDRs da regido de ligacdo ao anti-
génio dos anticorpos da invencdo sdo inteiramente ou subs-
tancialmente de origem de murino, opcionalmente com certos
residuos de aminodcidos alterados, e.g., substituidos com
um residuo de aminodcido diferente, (ver e.g., as Tabelas 2
e 3) para optimizar uma propriedade particular do
anticorpo, e.qg., Kp, Kots, IC:q. Preferencialmente, as
regides de grelha dos anticorpos da invencdo s&do de origem
humana ou substancialmente de origem humana (pelo menos
80%, 8b5%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de origem humana.
As regibdes de grelha preferidas dos anticorpos da invencéo
possuem as seguintes sequéncias: SEQ ID NOs: 262 (HCVR
FR1), 263 (HCVR FR2), 264 (HCVR FR3), 265 (HCVR FR4), 266
(LCVR FR1l), 267 (LCVR FR2), 268 (LCVR FR3), 269 (LCVR FR4)
e seguem a numeracdo de Kabat. Noutras formas de reali-

zagcdo, a regido de ligacdo ao antigénio de um anticorpo de
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IL-17 da invencdo pode ser derivada de outra espécie néo
humana incluindo, mas ndo limitada a, coelho, rato ou
hamster. Alternativamente, a regido de ligacdo ao antigénio

pode ser derivada da sequéncia humana.

Para além disso, um "anticorpo monoclonal", como
aqui utilizado, pode ser um fragmento Fv de cadeia simples
que pode ser produzida através da unido do DNA que codifica
uma LCVR e o DNA qgque codifica uma HCVR com uma sequéncia de
ligante. (Ver, Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal
Antibodies, wvol. 113, Rosenburg e Moore eds., Springer-
Verlag, New York, pp 269-315, 1994). E entendido que,
independentemente de os fragmentos serem especificados, o
termo "anticorpo", como aqui utilizado, inclui os fra-
gmentos assim como as formas de cadeia simples. Desde que a
proteina retenha a capacidade para se ligar especificamente
ou preferencialmente ao seu alvo pretendido {i.e., epitopo
ou antigénio), estd incluido no termo "anticorpo." Os
anticorpos podem se ou ndo glicosilados e ainda assim

calrem dentro das fronteiras da invencéo.

Uma populacdo de "anticorpos monoclonais," refe-
re-se a uma populacdo de anticorpos homogénea ou subs-
tancialmente homogénea {i.e., pelo menos cerca de 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 095%, 96%, mais preferencialmente pelo
menos cerca de 97% ou 98% ou muito preferencialmente pelo
menos 99% dos anticorpos na populacdo deve competir num
ensaio de ELISA para o mesmo antigénio ou epitopo ou mais

preferencialmente os anticorpos sdo idénticos na sequéncia
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de aminoadcidos. Os anticorpos podem ser ou ndo glicosilados
e ainda assim cairem dentro das fronteiras da invencdo. Os
anticorpos monoclonais podem ser homogéneos se possuirem
uma sequéncia de aminoédcidos idéntica embora possam diferir
numa modificacdo de pdbs-traducdo, e.g., padrdo de glico-

silacéo.

Uma "variante" de anticorpo, refere-se aqui a uma
molécula que difere na sequéncia de aminoacidos da
sequéncia de aminocédcidos de um anticorpo "parental" em
virtude da adicdo, delecdo e/ou substituicdo de um ou mais
residuo (s) de aminodcidos da sequéncia do anticorpo
parental. Numa forma de realizacdo preferida, o anticorpo
variante compreende pelo menos um aminodcido (e.g., desde
um até cerca de dez, e preferencialmente 2, 3, 4, 5, 6, 7
ou 8) adicdo, delecdo e/ou substituicdo nas regides de CDR
do anticorpo parental. Identidade ou homologia em relacdo a
sequéncia do anticorpo variante é aqui definido como a
percentagem de residuos de aminoadcidos na sequéncia do
anticorpo variante gque sdo idénticos com os residuos do
anticorpo parental apds alinhar as sequéncias e introduzir
intervalos, se necessario, para alcancar a percentagem
maxima da identidade de sequéncia. O anticorpo variante
retém a capacidade para se ligar ao antigénio, ou pre-
ferencialmente, o epitopo, ao qual o anticorpo parental se
liga e preferencialmente possui pelo menos uma propriedade
ou biocactividade que é superior a do anticorpo parental.
Por exemplo, o anticorpo variante possui preferencialmente

uma afinidade de ligacdo mais forte, uma taxa de eliminacédo
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mais lenta, ICsy mais baixa ou capacidade aumentada para
inibir wuma Dbioactividade do antigénio do que faz o
anticorpo parental. Um anticorpo variante de particular
interesse aqui referido é aquele que apresenta pelo menos
cerca de 2-vezes, preferencialmente pelo menos cerca de 5-
vezes, 10-vezes ou 20-vezes aumento numa propriedade ou

bioactividade quando comparado com o anticorpo parental.

O anticorpo "parental" aqui referido é aquele que
¢ codificado por uma sequéncia de aminocdcidos utilizada
para a preparacdo de um anticorpo variante. O anticorpo
parental pode possuir uma sequéncia de grelha de origem
murinica, mas preferencialmente a sequéncia de grelha ¢é
inteiramente ou substancialmente de origem humana. O
anticorpo parental pode ser um anticorpo de murino, qui-

mérico, humanizado ou humano.

O termo "liga-se especificamente", como aqui
utilizado, refere-se a situacdo na qual um membro de um par
de 1ligacdo especifico ndo se liga significativamente as
moléculas diferentes do(s) seu(s) parceiro(s) de ligacédo
especifico(s). O termo é também aplicdveis gquando e.g., um
dominio de ligacdo ao antigénio de um anticorpo da invencéo
é especifico para um epitopo particular que é realizado por
vadrios antigénios, em cujo caso, o anticorpo especifico que
contém o dominio de ligacdo ao antigénio serd capaz de se
ligar aos varios antigénios que contém o epitopo. Conse-
quentemente, um anticorpo monoclonal da invencdo liga-se

especificamente a IL-17 humana (i.e., IL-17A) embora nédo se
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ligue especificamente a IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, IL-
17F humanas. Além disso, um anticorpo monoclonal da
invencdo liga-se especificamente a IL-17 humana e IL-17 de
macaco cinomdélogo mas ndo se liga especificamente a IL-17
de rato ou a IL-17 de murino. Além disso, um anticorpo
monoclonal da invencdo liga-se especificamente a um epitopo
de IL-17 humana ndo-linear ou conformacional, compreendendo
0s aminodcidos DGNDYH mas ndo se liga a um epitopo de IL-17

humana que nédo compreende os aminoacidos DGNDYH.

O termo "liga-se preferencialmente", como aqui
utilizado, refere-se a situacgdo em gque um anticorpo se liga
a um antigénio especifico pelo menos cerca de 20% superior,
preferencialmente pelo menos cerca de 50%, 2-vezes, 20-
vezes, 50-vezes ou 100-vezes superior do que se liga a um
antigénio diferente, como medido por uma técnica disponivel
na técnica, e.g., ELISA de competicdo ou medicdo de Kp com
um ensaio de BIACORE ou KTNEXA. Um anticorpo pode ligar-se
preferencialmente a um epitopo num antigénio em relacdo a
um epitopo diferente no mesmo antigénio. Consequentemente,
um anticorpo da invencdo liga-se preferencialmente a IL-17

humana em relacdo a IL-17 de coelho.

O termo "epitopo" refere-se a porcdo de uma
molécula capaz de ser reconhecida por e ser ligada por um
anticorpo em uma ou mais das regides de ligacdo ao anti-
génio do anticorpo. Os epitopos consistem freguentemente
num agrupamento de moléculas de superficie qguimicamente

activas, tais como aminoadcidos ou cadeias laterais de acu-
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car e possuem caracteristicas estruturais tridimensionais
especificas assim como caracteristicas de carga especi-
ficas. Por "epitopo de inibicdo" e/ou "epitopo neutrali-
zador" entende-se um epitopo que, gquando no contexto da
molécula antigénica intacta e gquando ligada por um
anticorpo especifico para o epitopo, resulta na perda ou na
diminuicdo de uma actividade bioldgica da molécula in vivo

ou in vitro ou num organismo que contém a molécula.

O termo "epitopo", como aqui utilizado, além
disso refere-se a uma porgdo de um polipéptido possuindo
actividade antigénica e/ou imunogénica num animal,
preferencialmente um mamifero, e.g., um murganho ou um
humano. O termo "epitopo antigénico", como agqui utilizado,
¢ definido como uma porcdo de um polipéptido ao qual um
anticorpo se pode ligar especificamente, como determinado
através de qualquer método bem conhecido na técnica, por
exemplo, através de imunoensaios convencionais. Os epitopos
antigénicos nao necessitam necessariamente de ser
imunogénicos, mas podem ser imunogénicos. Um "epitopo
imunogénico", como aqui utilizado, ¢é definido como uma
porcdo de um polipéptido que 1induz uma resposta de
anticorpo num animal, como determinado através de qualqguer
método conhecido na art. Um "epitopo ndo linear" ou
"epitopo conformacional™ compreende polipéptidos nao
contiguos (ou aminoadcidos) na proteina antigénica a qual um

anticorpo especifico para o epitopo se liga.

As frases "propriedade bioldgica" ou "caracteris-



PE1963368 - 27 -

tica bioldgica"™, ou os termos "actividade"™ ou "biocacti-
vidade", em referéncia a um anticorpo da presente invencéao,
sdo aqui utilizadas indistintamente e incluem, mas néo
estdo limitadas a, afinidade e especificidade epitopo/an-
tigénio, capacidade para neutralizar ou antagonizam uma
actividade de IL-17 in vivo ou in vitro, ICs;, estabilidade
in vivo do anticorpo e as propriedades imunogénicas do
anticorpo. Outras propriedades bioldgicas identificédveis ou
caracteristicas de um anticorpo reconhecidas na técnica
incluem, por exemplo, reactividade cruzada, (i.e., com
homélogos ndo humanos do péptido alvo, ou com outras
proteinas ou tecidos, geralmente), e a capacidade para
preservar niveis de expressdo elevados da proteina em
células de mamiferos. As propriedades ou caracteristicas
acima mencionadas podem ser observadas, medidas ou
avaliadas wutilizando técnicas reconhecidas na técnica
incluindo, mas n&do limitadas a, ELISA, ELISA competitiva,
andlise de ressondncia de plasmdo de superficie BIACORE ou
KJINEXA, ensaios de neutralizacdo in vitro ou in vivo sem
limite, ligacdo ao receptor, producdo e/ou secrecdo de
citocina ou factor de crescimento, transducdo de sinal e
imuno-histoquimica com seccgdes de tecido de diferentes

fontes incluindo humana, primata, ou qualguer outra fonte.

O termo "inibe" ou "neutraliza", como agqui utili-
zado em vrelacdo a uma actividade de um anticorpo da
invencdo significa a capacidade para antagonizar, proibir,
prevenir, restringir, abrandar, interromper, eliminar,

parar, ou reverter substancialmente e.g., a progressdo ou a
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gravidade daquilo que estd a ser inibido, incluindo, mas
ndo limitado a, wuma actividade Dbioldbdgica (e.g., uma
actividade de 1IL-17) ou propriedade, uma doenca ou um
estado. A inibicdo ou neutralizacdo de uma actividade de
IL-17 que resulta da ligacdo de um anticorpo da invencédo
com IL-17 é preferencialmente pelo menos cerca de 20%, 30%,

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou superior.

O termo "isolado", quando utilizado em relacdo a
um Aacido nucleico ou proteina {e.g., um anticorpo) refere-
se a uma molécula de &cido nucleico ou proteina gque ¢é
identificada e separada de pelo menos um contaminante com a
qual estd normalmente associada na sua fonte natural.
Preferencialmente, um "anticorpo isolado" ¢é um anticorpo
que estd substancialmente isento de outros anticorpos
possuindo diferentes especificidades antigénicas (e.g., as
composicdes farmacéuticas da invencdo compreendem um
anticorpo isolado que se liga especificamente a IL-17 e
estd substancialmente isento de anticorpos que se ligam

especificamente aos antigénios diferentes de IL-17).

Os termos "numeracdo de Kabat" e "marcacdo de
Kabat" s&o aqui utilizados indistintamente. Estes termos,
que sdo reconhecidos na técnica, refere-se a um sistema de
numeracdo de residuos de aminodcidos gque sdo mais variéveis
(i.e., hipervariaveis) do gque outros residuos de aminoaci-
dos nas regides varidveis da cadeia pesada e leve de um
anticorpo (Kabat, et al., Ann. NY Acad. Sci 190:382-93

(1971); Kabat, et al., Sequences of proteins of Immunolo-
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gical Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health

and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991)).

Um polinucledtido estd "ligado operacionalmente"”
a outro polinucledétido quando estd colocado numa relacdo
funcional com o outro polinucledétido. Por exemplo, um
promotor ou intensificador estd ligado operacionalmente a
uma sequéncia codificante se afecta a transcricdo da
sequéncia. Um péptido esta "ligado operacionalmente" a
outro péptido quando os polinucledtidos que os codificam
estdo ligados operacionalmente, preferencialmente estdo na

mesma grelha de leitura aberta.

Os termos "individuo", "sujeito" e "doente", aqui
utilizados indistintamente, referem-se a um mamifero,
incluindo, mas ndo limitados a, murinos, simios, humanos,
animais mamiferos de quinta, animais mamiferos de desporto,
e animais de companhia mamiferos; preferencialmente o termo
refere-se a humanos. Numa certa forma de realizacdo, o
sujeito, preferencialmente um mamifero, preferencialmente
um humano, ¢, além disso, caracterizado com uma doenca ou
distarbio ou estado que iria beneficiar de uma

biocactividade diminuida de IL- 17.

O termo "vector"™ inclui uma molécula de 4&cido
nucleico capaz de transportar outro &acido nucleico ao qual
estd ligado incluindo, mas ndo limitado a, vectores
plasmidicos e virais. Certos vectores sdo capazes de

replicacdo autdénoma numa célula hospedeira na qual eles séo
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introduzidos engquanto outros vectores podem ser integrados
no genoma de uma célula hospedeira apds introducdo na
célula hospedeira, e desse modo, sdo replicados juntamente
com o genoma do hospedeiro. Para além disso, certos
vectores sdo capazes de dirigir a expressdo dos genes aos
quais estdo ligados operacionalmente. Esses vectores séo
aqui referidos como "vectores de expressdo recombinantes"
(ou simplesmente "vectores de expressdo") e o0s vectores

exemplares sdo bem conhecidos na técnica.

Como aqui wutilizadas, a expressdes "célula",
"célula hospedeira™, "linha celular"™ e "cultura de célulasg"”
sdo utilizadas indistintamente e incluem uma célula
individual ou cultura de células que ¢ um recipiente de
qualquer polinucledétido isolado da invencdo ou qualqgquer
vector (es) recombinante(s) compreendendo uma sequéncia que
codifica uma HCVR, LCVR ou anticorpo monoclonal da
invencdo. As células hospedeiras incluem uma descendéncia
de uma célula hospedeira tUnica, e a descendéncia pode néo
ser necessariamente completamente idéntica (em morfologia
ou em complemento de DNA total) a célula parental original
devido a mutacdo e/ou alteracdo natural, acidental, ou
deliberada. Uma célula hospedeira inclui células
transformadas, transduzidas ou infectadas com um vector
recombinante ou um polinucledtido que expressa um anticorpo
monoclonal da invencdo ou uma sua cadeia leve ou cadeia
pesada. Uma célula hospedeira gque compreende um vector
recombinante da invencdo, seja incorporado de forma estéavel

no cromossoma hospedeiro ou ndo, também pode ser referida
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como uma "célula hospedeira recombinante". Células
hospedeiras preferidas para utilizagdo na invencdo sé&o
células CHO (e.g., ATCC CRL-9096), células NSO, células
SP2/0, células COS (ATCC e.g., CRL-1650, CRL-1651) e Hela
(ATCC CCL-2) . Células hospedeiras adicionais para
utilizacdo na invencdo incluem células vegetais, células de
levedura, outras células de mamiferos e células

procaridticas.

Caracterizacdo do Anticorpo

A  presente invengdo refere-se a anticorpos
monoclonais isolados que se ligam especificamente a IL-17
humana (i.e., IL-17A) com afinidade elevada. 0Os anticorpos
da invencdo s&do preferencialmente anticorpos guiméricos,
humanizados ou humanos ou suas porgdes de ligacdo ao
antigénio. Para além disso, os anticorpos da invencgédo
neutralizam ou antagonizam pelo menos uma actividade
bioldégica de 1IL-17 in vivo e/ou in wvitro. A ligacédo
especifica de um anticorpo monoclonal anti-IL-17 da
invencéo, (incluindo as suas ©porgdes de ligacdo ao
antigénio) a IL-17 permite que o referido anticorpo seja
utilizado como um agente terapéutico para doencgas e
distirbios associados a IL-17, 1i.e., estados, doencas ou
disturbio que beneficiam da inibicdo de uma actividade

bioldégica de IL-17.

O epitopo antigénico de IL-17 ao qual os

anticorpos da invencédo se ligam é um epitopo ndo linear que
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compreende os aminodcidos ADGNVDYHMN (SEQ ID NO: 275), mais
preferencialmente os aminodcidos DGNVDYH (SEQ ID NO: 276)
de IL-17 humana. Os anticorpos que se ligam ao referido
epitopo, ligam-se especificamente e preferencialmente a IL-
17 humana e IL-17 de macaco cinomdélogo em comparacdo com a
sua ligacdo a IL-17 de murino ou IL-17 de rato. Os
anticorpos monoclonais da invencdo ligam-se a IL-17 humana
pelo menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, ou 100-
vezes superior (e.g., afinidade superior ou especificidade
superior) do gue com a qual se liga a IL-17 de murino ou
IL-17 de rato; mais preferencialmente pelo menos 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 ou 600-vezes superior
aquela com que se liga a IL-17 de murino ou IL-17 de rato,
ainda mais preferencialmente nédo se liga a IL-17 de murino
ou IL-17 de rato a niveis superiores aos niveis de fundo
como determinado e.g., através de ensaio de ELISA, ensaio
de ELISA de competicdo ou valores de Kp num ensaio de

BIACORE ou KINEXA.

Numa forma de realizacdo preferida, a invencéo
proporciona um anticorpo monoclonal anti-IL-17 gque possui
uma forte afinidade de ligacdo para IL-17 humana, 1i.e.,
liga-se a IL-17 humana, ou uma porcdo desta compreendendo
DGNVDYH (SEQ ID NO: 276) [i.e., o anticorpo contacta o
polipéptido DGNVDYH], com uma afinidade de 1ligacdo (Kp)
para a IL-17 humana inferior a cerca de 7 pM, 6,5 pM ou
6 pM, preferencialmente inferior a cerca de 5,5 pM, 5 pM ou
4,5 pM e mais preferencialmente inferior a cerca de 4 pM.

Alternativamente, 0s anticorpos da invencéo sdo
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caracterizados por uma Ky para a IL-17 humana n&o superior
a cerca de 7 pM, 6,5 pM ou 6 pM, preferencialmente né&o
superior a cerca de 5,5 pM, 5 pM ou 4,5 pM e muito
preferencialmente ndo superior a cerca de 4 pM. As
afinidades para o anticorpo podem ser determinadas como
descrito nos exemplos aqui referidos abaixo ou outros
métodos disponiveis na técnica. Preferencialmente, o0©s
anticorpos anti-IL-17 da invengdo gque possuem uma forte
afinidade de ligacdo, como descrito acima também se ligam
ao epitopo da IL-17 humana ndo linear que compreende O0S
aminoadcidos ADGNVDYHMN (SEQ ID NO: 275), mais preferencial-
mente os aminodcidos DGNVDYH (SEQ ID NO: 276), em gque o
anticorpo estabelece o contacto com o polipéptido DGNVDYH

(SEQ ID NO: 276).

Numa forma de realizacdo, os anticorpos da inven-
cdo possuem uma taxa de eliminacdo (keer) para a IL-17
humana inferior a 5 x 107, 4 x 107°, 3 x 107 ou 2 x
107° s7'. Numa forma de realizacdo preferida, os anticorpos
da invencdo caracterizados por possuirem uma forte
afinidade de ligacdo para a IL-17 humana como descrito
acima (Kp inferior a cerca de 7 pM ou 6 pM, prefe-
rencialmente inferior a cerca de 5 pM ou 4,5 pM e muito
preferencialmente inferior a cerca de 4 pM) também possui
uma taxa de eliminacdo (korr) para a IL-17 humana inferior a
5 x 1077, 4 x 1077, 3 x 107 ou 2 x 107 s' e ainda mais
preferencialmente também se liga ao epitopo de IL-17 humana
ndo linear que compreende os aminodcidos ADGNVDYHMN (SEQ ID
NO: 275), mais preferencialmente aminodcidos DGNVDYH (SEQ

ID NO: 276) da IL-17 humana.
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Noutra forma de realizacdo, os anticorpos da
invencdo possuem uma ICsy inferior a 1 nM, 900 pM, 800 pM,
700 pM, 650 pM, 600 pM, 560 pM, 550 pM ou 500 pM em e.g.,
um ensaio de repdrter de IL-8 in vitro ou inferior a cerca
de 560 pM num ensaio de repdrter de GROa (ver Exemplo 6).
Numa forma de realizacdo preferida, os anticorpos da
invencdo sdo caracterizados por possuirem uma forte
afinidade de ligacdo para a IL-17 humana como descrito
acima (Kp inferior a cerca de 7 pM ou 6 pM, preferen-
cialmente inferior a cerca de 5 pM ou 4,5 pM e muito
preferencialmente inferior a cerca de 4 pM) e também possui
uma ICsg inferior a 1 nM, 900 pM, 800 pM, 700 pM, 650 pM,
600 pM, 560 pM, 550 pM ou 500 pM em e.g., num ensaio de
repérter de IL-8 in vitro ou inferior a cerca de 560 pM num
ensaio de repdrter de GROa e ainda mais preferencialmente
também possui uma taxa de eliminacdo (kgsz) para a IL-17
humana inferior a 5 x 10%, 4 x 10%, 3 x 107 ou 2 x 1077 g7t
e ainda mais preferencialmente também se liga a um epitopo
humano de IL-17 ndo linear gque compreende 0s aminoé&cidos
DGNVDYH (SEQ ID NO: 276) de IL-17 humana em gue o anticorpo

contacta o polipéptido DGNVDYH (SEQ ID NO: 276).

A forma de realizacdo mais preferida da invencédo
¢ um anticorpo anti-IL-17 compreendendo uma sequéncia de
aminocacidos de cadeia leve consistindo na SEQ ID NO: 279 e
uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada consistindo
na SEQ ID NO: 280. Preferencialmente, este anticorpo

compreende duas cadeias leves 1idénticas e duas cadeias
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pesadas idénticas. Preferencialmente, a cadeia leve com a
sequéncia de aminodcidos apresentada na SEQ ID NO: 279 ¢é
codificada por um &acido nucleico compreendendo a segquéncia
apresentada na SEQ ID NO: 281 (incluindo sequéncia sinal)
ou SEQ ID NO: 283 (sem a sequéncia sinal). Preferencial-
mente, a cadeia pesada com a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 280 é codificada por um é&cido
nucleico compreendendo a sequéncia apresentada na SEQ ID
NO: 282 (incluindo a sequéncia sinal) ou SEQ ID NO: 284

(sem a sequéncia sinal).

Os anticorpos monoclonais ("mAbs") podem ser
produzidos utilizando o método dos hibridomas largamente
conhecido na técnica (ver e.g., Kohler et al., Nature,
256:495, 1975) ou podem ser produzidos através de métodos
de DNA recombinante (e.g., como na Patente U.S. N°.
4 816 567). Geralmente, um hibridoma pode ser produzidos
fundindo uma linha de células imortais adequada (e.g., uma
linha de células de mieloma, tal como SP2/0) com células
que produzem anticorpo do animal imunizado. As células que
produzem o anticorpo, preferencialmente as do baco ou dos
nédulos linféaticos, sdo obtidas a partir de animais
imunizados com o antigénio de interesse. As células da
fusédo (hibridomas) podem ser isoladas utilizando condicdes
de cultura selectivas, e clonadas sem diluicdo limitante. O
meio de cultura no qual as células de hibridoma sdo culti-
vadas € ensaiado para a producdo de anticorpos monoclonais
dirigidos contra o antigénio. Preferencialmente, a especi-

ficidade de ligacdo dos mAbs produzidos pelas células de
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hibridoma ¢é determinada através de imunoprecipitacdo ou
através de um ensaio de ligacdo in vitro, tal como radio-
imunoensaio ou ELISA. As células que produzem anticorpos
com as propriedades de ligacdo desejada podem @ ser
seleccionadas por um ensaio adegquado. 0Os métodos para esse

isolamento e rastreio sdo bem conhecidos na técnica.

Podem ser utilizados outros métodos adequados de
producéao ou isolamento dos anticorpos da invencéao,
incluindo anticorpos humanos ou artificiais, incluindo, por
exemplo, métodos que seleccionam um anticorpo recombinante
(e.g., Fv de cadeia simples ou Fab) a partir de uma
biblioteca, ou que se baseia na imunizacdo de animais
transgénicos (e.g., murganhos) capazes de produzir um
reportdério de anticorpos humanos (ver e.g., Jakobovits et
al, Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90:2551-2555, 1993;
Jakobovits et al, Nature, 362:255-258, 1993; Patente U.S.

Numeros 5 545 806 e 5 545 807).

Os anticorpos de cadeia simples, e anticorpos
quiméricos, humanizados ou primatizados (enxertados na
CDR), assim como anticorpos de cadeia simples quiméricos ou
enxertados na CDR, e semelhantes, compreendendo porc¢des
derivadas de espécies diferentes, estdo também contemplados
na presente invencdo e o termo "anticorpo". As varias por-
¢cbes destes anticorpos podem ser unidas em conjunto gqui-
micamente através de técnicas convencionais, sinteticamen-
te, ou podem ser preparados como uma proteina contigua

utilizando técnicas de engenharia genética. Por exemplo,
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podem ser expressos acidos nucleicos que codificam uma
cadeia quimérica ou humanizada para produzir uma proteina
contigua. Ver e.g., Patente U.S. N°. 4 8l6 567; Patente
Europeia N°. 125 023 Bl; Patente U.S. N°. 4 8lo 397;
Patente Europeia N°. 120,694 Bl; WO 86/01533; Patente
Europeia N°. 194 276 Bl; Patente U.S. N°. 5 225 539;
Patente Europeia N°. 239 400 Bl e Patentes U.S. N°s. 5 585

089 e 5 698 762.

Adicionalmente, 0s fragmentos funcionais dos
anticorpos (i.e., fragmentos de ligacdo ao antigénio),
incluindo fragmentos de anticorpos gquiméricos, humanizados,
primatizados ou de cadeia simples, também podem ser
produzidos e caem dentro do dmbito da invencdo. Fragmentos
funcionais preferidos retém uma funcdo de ligacdo ao
antigénio de um anticorpo de comprimento total correspon-
dente. Fragmentos funcionais particularmente preferidos
retém a capacidade para inibir uma ou mais func¢des ou
bioactividades caracteristicas de uma IL-17 madura de
mamifero, preferencialmente IL-17 humana, tal como uma
actividade de ligacdo, uma actividade de sinalizacdo, e/ou
estimulacdo ou 1inibicdo de uma resposta celular. Por
exemplo, numa forma de realizacdo, um fragmento funcional
pode inibir a interaccdo da IL-17 madura com O seu receptor
e/ou pode inibir wuma ou mais funcdes mediadas pelo

receptor.

Porcdes do anticorpo capazes de ligacdo a IL-17

humana incluem, mas ndo estdo limitadas a, fragmentos Fv,
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Fab, Fab' e F(ab'), e estdo contempladas pela invencéo.
Esses fragmentos podem ser produzidos através de clivagem
enzimdtica ou através de técnicas recombinantes. Por
exemplo, a clivagem com papaina ou pepsina de um anticorpo
intacto pode criar fragmentos Fab ou F(ab'),, respecti-
vamente. A digestdo com papaina dos anticorpos produz dois
fragmentos de ligacdo ao antigénio idénticos, denominados
fragmentos "Fab", cada um com um sitio de ligacdo ao
antigénio simples. O fragmento Fab também contém o dominio
constante da cadeia leve e o primeiro dominio constante
(CH1) da cadeia pesada. O tratamento com pepsina produz um
fragmento F(ab'), que possui dois sitios de combinacdo de
antigénio e ¢é ainda capaz de ligacdo cruzada com O

antigénio.

"Fv" é& o fragmento de anticorpo minimo que contém
um sitio completo de reconhecimento e de ligacdo ao
antigénio. Esta regido consiste num dimero de um dominio
varidvel de cadeia pesada e um dominio de cadeia leve em
associacdo estreita, n&do covalente. E nesta configuracéo
que as trés CDRs de cada dominio variavel interagem para
definir um sitio de ligacdo ao antigénio na superficie do
dimero Vy-V;. Colectivamente, as seis CDRs conferem ao
anticorpo esgpecificidade de 1ligacdo ao antigénio. Para
ultrapassar a tendéncia de dominios HCVR e LCVR ligados né&o
covalentemente no Fv para dissociar quando CO-exXpresso numa
célula hospedeira, pode ser construido um fragmento Fv de

cadeia simples (scFv) no qual um polipéptido flexivel e
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adequadamente longo liga a terminal C de HCVR ao terminal N
de LCVR ou o terminal C de LCVR ao terminal N de HCVR. Um
ligante normalmente utilizado é um péptido de 15 residuos
(GlysSer)s;. Para uma revisdo de sFv, ver Pluckthun in The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg
e Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315
(1994). 0Os anticorpos também podem ser produzidos numa
variedade de formas truncadas utilizando genes de anticorpo
nos quais um ou mais cbéddes stop foram introduzidos a
jusante do sitio de terminacdo natural. Por exemplo, um
gene quimérico que codifica uma porcdo de cadeia pesada
F(ab'), pode ser concebido de modo a incluir sequéncias de
DNA que codificam o dominio CH; e a regido da dobra da

cadeia pesada.

A seleccdo de fragmentos de anticorpo das
bibliotecas utilizando tecnologias de enriquecimento tais
como apresentacdo de fagos (Matthews DJ e Wells JA.
Science. 260:1113-7, 1993), apresentacdo de ribossomas
(Hanes, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95: 14130-5,
1998), apresentacdo em bactérias (Samuelson P., et al.,
Journal of Biotechnology. 96: 129-54, 2002) ou apresentacédo
em leveduras (Kieke M.C., et al., Protein Engineering,
10:1303-10, 1997) demonstraram ser alternativas bem
sucedidas em relacdo a tecnologia de hibridomas cléssica
(Revisdo: Little M. et al., Immunology Today, 21:364-70,

2000) .
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Anticorpos variantes

Um anticorpo monoclonal de murino ou um anticorpo
humano (produzido e.g., num murganho transgénico) criado
contra IL-17 pode ser um anticorpo parental. Um anticorpo
parental pode ser, além disso, alterado para criar uma
forma quimérica ou humanizada do anticorpo ou outra forma
variante do anticorpo utilizando métodos disponiveis na
técnica, e.qg., mutagénese por  PCR. Essas variantes
quiméricas, humanizadas, ou de outra forma anticorpos
variantes, pode servir como anticorpos parentais para além
disso variacdo ou mutagénese. 0Os anticorpos parentais da
invencdo podem ser mutagenizados, e.g., no(s) dominio(s) de
CDR (ver, e.g., Tabelas 2 e 3) para criar anticorpos
variantes que podem ser rastreados quanto a presenca de uma
propriedade de interesse, e.g., afinidade de 1ligacédo (Kp
inferior), ICsy, especificidade, ligacédo preferencial, etc.
Preferencialmente, a propriedade de interesse no anticorpo
variante é um melhoramento em relacdo a essa propriedade no
anticorpo parental. Um anticorpo variante por substituicéo
de aminoadcido ¢é preferido e possui pelo menos 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9 ou 10 residuos de aminoédcidos da molécula do
anticorpo parental removida e um residuo diferente inserido
no seu lugar. O sitio de maior interesse para mutagénese de
substituicdo é uma ou mais regides de CDR, mas também estéo
contempladas alteracdes de FR. S&o preferidas substituicdes
conservadoras de aminoadcido; embora, para alteracdes mais
substanciais, podem ser introduzidas alteracdes de
aminoadcidos n&do conservadoras e o0s anticorpos resultantes

rastreados para a propriedade de interesse.
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Uma forma conveniente para criar variantes de
substituicdo de um anticorpo parental ¢é a maturacdo de
afinidade utilizando apresentacdo de fagos. Resumidamente,
uma molécula de polinucledétido que codifica um anticorpo
parental é mutada dentro de uma ou mais regides de CDR para
criar todas as substituicdes de aminodcidos possiveis em
cada residuo de aminodcido no qual a substituicdo é
desejada. As variantes do anticorpo assim criadas séo
apresentadas de um modo monovalente a partir de particulas
de fagos filamentosos como fusdes com o produto do gene III
de M13 empacotado em cada particula. As variantes do
anticorpo de apresentacdo em fagos sdo entdo rastreadas
quanto a sua actividade bioldgica (e.g., afinidade de
ligacdo, especificidade, ICsp). De modo a identificar os
sitios da regido de CDR candidata para modificacdo, podem
ser realizados mutagénios de rastreio de alanina para
identificar os residuos da regido de CDR contribuindo

significativamente para a ligacdo ao antigénio.

Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser
benéfico analisar wuma estrutura de cristal do complexo
antigénio-anticorpo para identificar os pontos de contacto
entre o anticorpo e a IL-17. Esses residuos de contacto e
residuos vizinhos sdo candidatos para substituicdo de
acordo com as técnicas aqui elaboradas ou conhecidas na
técnica. Alternativamente, ou adicionalmente, pode ser
realizada mutagénese aleatdria ou mutagénese pontual, em

uma ou mais moléculas de polinucledétido que codificam pelo
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menos uma CDR. A mutagénese pode ser realizada, em um ou
mais posicdes, quer enquanto a CDR esté ligada
operacionalmente a regido de grelha na regido variavel ou
enquanto a CDR ¢ independente de outra sequéncia de regido
varidvel e depois a CDR alterada regressa a regido variavel
utilizando a tecnologia do DNA recombinante. Assim que
essas variantes do anticorpo sdo criadas, o© painel de
variantes estd sujeito a rastreio para uma propriedade ou
actividade de interesse e o0s anticorpos com propriedades
superiores em um ou mais ensaios relevantes podem ser

seleccionadas for além desse desenvolvimento.

Qualguer residuo de cisteina ndo envolvido na
manutencdo da conformacdo apropriada de um anticorpo anti-
IL-17 da invencdo pode ser substituido, geralmente com
serina, para melhorar a estabilidade oxidativa da molécula
e prevenir ligacdo cruzada aberrante. Contrariamente, podem
ser adicionadas ligacdo(des) de cisteina ao anticorpo para
melhorar a sua estabilidade (particularmente quando o
anticorpo ¢ um fragmento de anticorpo tal como um fragmento

Fv).

Outro tipo de variante de aminodcido do anticorpo
altera o padrdo de glicosilacdo original do anticorpo. Por
alterar entende-se eliminar uma ou mais unidades de carbo-
hidrato gue se encontra no anticorpo, e/ou adicionar um ou
mais sitios de glicosilacdo que ndo estdo presentes no
anticorpo parental. A glicosilagdo dos anticorpos esté

tipicamente ligado a N ou ligado a O. Ligado a N refere-se
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a ligacdo da unidade de carbo-hidrato a cadeia lateral de
um residuo de asparagina. As sequéncias tripeptidicas de
asparagina-X-serina e asparagina-X-treonina, em que X &
qualguer aminocdcido excepto prolina, sdo as sequéncias de
reconhecimento para a ligacdo enzimdtica da unidade de
carbo-hidrato a cadeia 1lateral de asparaginas. Assim, a
presenca de qualgquer uma destas sequéncias tripeptidicas
num polipéptido cria um sitio de glicosilagdo potencial.
Glicosilacdo ligada a O refere-se a 1ligacdo de um dos
aclucares de N-acetilgalactosamina, galactose, ou xilose a
um Acido hidroxiamino, mais normalmente serina ou treonina,
embora também pode ser utilizada 5-hidroxiprolina ou 5-

hidroxilisina.

A adicdo dos sitios de glicosilacdo ao anticorpo
¢ realizada convenientemente através da alteracdo da
sequéncia de aminodcidos de modo a que contenha uma ou mais
das sequéncias tripeptidicas acima descritas (para sitios
de glicosilacdo ligados a N). A alteracdo também pode ser
realizada através da adicdo de, ou substituicdo por, um ou
mais residuos de serina ou treonina a segquéncia do
anticorpo original (para sitios de glicosilacdo ligados a
0).

Sequéncia

Um anticorpo monoclonal da invencdo preferido
compreende uma LCVR compreendendo um péptido com uma
sequéncia seleccionada a partir do grupo que consiste nas

SEQ ID NOs: 178-243 e/ou uma HCVR compreendendo um péptido
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com uma sequéncia seleccionada a partir do grupo gue
consiste em SEQ ID NOs: 56-121. Numa forma de realizacédo
preferida, um anticorpo da invencdo compreende uma LCVR
compreendendo um péptido com uma sequéncia seleccionada a
partir do grupo gue consiste nas SEQ ID NOs: 178-243 e
compreende ainda uma HCVR compreendendo um péptido com uma
sequéncia seleccionada a partir do grupo gque consiste nas
SEQ ID NOs: 56-121, em que a HCVR e LCVR presentes num
anticorpo da invengédo existe em conjunto num Fab listado na
Tabela 1. Por exemplo, um anticorpo da invencéao
compreendendo um polipéptido e LCVR com uma sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 178, preferencialmente compreende
ainda um polipéptido de HCVR compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada a partir do grupo gue consiste nas
SEQ ID NOs: 56, 60, 68-93 e 95. Para além disso, um
anticorpo da invencdo compreendendo um polipéptido e LCVR
com uma sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 241,
preferencialmente compreende ainda um polipéptido de HCVR
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos seleccionada a
partir do grupo gque consiste nas SEQ ID NOs: 118 e 106. Um
especialista na técnica ird entender que os anticorpos da
invencdo ndo estdo limitados as sequéncias especificas de
HCVR e LCVR como aqui listado na Tabela 1, mas também
incluem variantes destas sequéncias que, gquando presentes
num anticorpo anti-IL-17 da invencédo, retém ou melhoram a
capacidade de ligacdo ao antigénio e pelo menos uma outra
propriedade funcional do anticorpo parental, e.qg.,
especificidade do epitopo, capacidade para competir com o
anticorpo parental para ligagdo a IL-17, valores de ICsg

e/ou Kp ou k.rr para a ligacdo a IL-17 humana.
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Para além disso, um anticorpo monoclonal da
invencdo é aquele que ¢é inibido de forma competitiva da
ligacdo a IL-17 humana (ou uma sSua porcdo compreendendo
DGNVDYH) (SEQ ID NO: 276), por um anticorpo monoclonal de
competicdo em que o anticorpo monoclonal de competicéo
compreende dois polipéptidos com as sequéncias de
aminodcidos apresentadas na SEQ ID NOs: 241 (LCVR) e 118
(HCVR) . Essa 1inibicdo de competicdo entre os anticorpos
pode ser medida através dos ensaios na técnica, e.g., um

ensaio de ELISA de competicdo.

Preferencialmente, um anticorpo da invencdo que
compete com o anticorpo de competicdo definido acima é&,
além disso, caracterizada por se ligar especificamente a
IL-17 humana mas ndo se ligando a IL-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E ou IL-17F humanas. Adicionalmente, o anticorpo ¢&,
além disso, caracterizado por se ligar especificamente a
IL-17 humana e IL-17 de macaco cinomdélogo mas ndo se ligar
a IL-17 de rato ou IL-17 de murganho a niveis superiores ao

fundo.

Mais preferencialmente, um anticorpo da invencéo
que compete para a ligacdo a IL-17 humana com um anticorpo
de competicdo compreendendo as sequéncias de aminoécidos
apresentadas nas SEQ ID NOs: 241 e 118 ¢é, além disso,
caracterizado por se ligar a um epitopo de IL-17 humana né&o
linear compreendendo os aminodcidos DGNVDYH (SEQ ID NO:

276) . Ainda mais preferencialmente, um anticorpo da
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invencdo que compete para a ligacdo a IL-17 humana com um
anticorpo de competicdo gue compreende as sequéncias de
aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 241 e 118 &, além
disso, caracterizado por possuir uma Kp para a IL-17 humana
inferior a cerca de 7 pM, 6,5 pM ou 6 pM, preferencialmente
inferior a cerca de 5,5 pM, 5 pM ou 4,5 pM e muito
preferencialmente inferior a <cerca de 4 pM e/ou ¢é
caracterizado por uma ICsg, preferencialmente num ensaio de
repbrter de IL-8 1in vitro, 1isto ¢é, inferior a 700 pM,
650 pM, 600 pM, 560 pM, 550 pM ou 500 pM, ou por uma ICs
num ensaio de repdrter in vitro de GROa inferior a cerca de
560 pM, e/ou possui uma taxa de eliminacdo (kyss) para a IL-
17 humana inferior a 5 x 1077, 4 x 107, 3 x 107 ou 2 x

107 s7".

Numa forma de realizacdo, um anticorpo anti-IL-17
da invencdo possui uma regido varidvel de cadeia pesada e
uma regido varidvel de cadeia leve, em qgue a regido
variavel de cadeia pesada compreende regides CDR com as
seguintes sequéncias de aminoédcidos: CDRH1 (SEQ ID NO:
244), CDRH2 (SEQ ID NO: 245), e CDRH3 (SEQ ID NO: 2406);
e/ou em que a regido variadvel da cadeia leve compreende as
regides de CDR com as seguintes sequéncias de aminodcidos:
CDRL1 (SEQ ID NO: 247), CDRL2 (SEQ ID NO: 248) e CDRL3 (SEQ
ID NO: 249). Preferencialmente, as sels CDRs de um
anticorpo da invencdo existe em conjunto como num Fab aqui
listado na Tabela 1. Ainda mais preferencialmente, as CDRS
de cadeia pesada estdo no contexto das seguintes sequéncias

de grelha: FR1 com SEQ ID NO: 262, FR2 com SEQ ID NO: 263,
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FR3 com SEQ ID NO: 264 e FR4 com SEQ ID NO: 265 e as CDRs
de cadeia leve estdo no contexto das seguintes sequéncias
de grelha: FR1 com SEQ ID NO: 266, FR2 com SEQ ID NO: 267,
FR3 com SEQ ID NO: 268 e FR4 com SEQ ID NO: 2069, em que a

ordem do terminal amino é FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4.

Estd, além disso, contemplado gque um anticorpo
anti-IL-17 da invencdo compreende uma HCVR compreendendo
uma CDRH1 compreendendo uma sequéncia seleccionada a partir
do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 11-28, e/ou uma CDRH2
compreendendo uma sequéncia seleccionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 29-32, e/ou uma CDRH3
compreendendo uma sequéncia seleccionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 33-55 e 261. Noutra forma de
realizacdo, um anticorpo anti-IL-17 da invencdo compreende
uma LCVR compreendendo uma CDRL1 compreendendo  uma
sequéncia seleccionada a partir do grupo que consiste nas
SEQ ID NOs: 122-149, e/ou uma CDRL2 compreendendo uma
sequéncia seleccionada a partir do grupo que consiste nas
SEQ ID NOs: 150-167, e/ou uma CDRL3 compreendendo uma
sequéncia seleccionada a partir do grupo gue consiste nas
SEQ ID NOs: 168-177. Numa forma de realizacdo preferida, um
anticorpo anti-IL-17 da invencdo compreende uma HCVR
compreendendo uma CDRH1 compreendendo uma sequéncia
seleccionada a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs:
11-28, e/ou uma CDRH2 compreendendo uma sequéncia
seleccionada a partir do grupo gue consiste nas SEQ ID NOs:
29-32, e/ou uma CDRH3 compreendendo uma sequéncia

seleccionada a partir do grupo gque consiste nas SEQ ID NOs:
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33-55 e 261, e compreende ainda uma LCVR compreendendo uma
CDRL1 compreendendo uma sequéncia seleccionada a partir do
grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 122-149, e/ou uma CDRL2
compreendendo uma seqgquéncia seleccionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 150-167, e/ou uma CDRL3
compreendendo uma sequéncia seleccionada a partir do grupo

que consiste nas SEQ ID NOs: 168-177.

A composicdo compreendendo uma CDR da invencéo
serd geralmente uma sequéncia de cadeia pesada ou leve do
anticorpo ou uma Ssua porc¢do substancial, na gual a CDR estéa
localizada numa localizacdo consistente com a numeracdo de
Kabat. As trés regides de CDR para cada cadeia, pesada e
leve, s&do fornecidas numa regido em grelha como uma
sequéncia contigua representada pela seguinte férmula: FRI1-
CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. A FR1l, FR2, FR3 e FR4 de cadeia
pesada ou cadeia leve combinam-se para formar a regido de
grelha completa de um anticorpo quando disposta como uma
sequéncia contigua com as CDRs na ordem referida.
Preferencialmente, as regides de grelha de um anticorpo da
invencdo sdo de origem humana ou de origem substancialmente
humana (i.e., superior a cerca de 80, 82, 85, 87, 90, 92,

95, 97%).

Num anticorpo humanizado para utilizacdo tera-
péutica em humanos, a sequéncia de grelha ¢é preferen-
cialmente inteiramente ou substancialmente de origem
humana. Preferencialmente, a regido de grelha da cadeia

leve de um anticorpo humanizado, humano ou quimérico da
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invencdo compreende FR1 com SEQ ID NO: 266, FR2 com SEQ ID
NO: 267, FR3 com SEQ ID NO: 268 e FR4 com SEQ ID NO: 269.
Preferencialmente, a regido de grelha de cadeia pesada de
um anticorpo humanizado, humano ou quimérico da invencéo
compreende FR1 com SEQ ID NO: 262, FR2 com SEQ ID NO: 263,
FR3 com SEQ ID NO: 264, e FR4 com SEQ ID NO: 265. Por
exemplo, uma forma de realizacdo preferida de LCVR do
anticorpo 126 da invencdo, como descrito nas Tabelas 1, 2 e
3 aqui compreende (polipéptidos em ordem a partir do
terminal N) FR1 com SEQ ID NO: 266, CDR1 com SEQ ID NO:
131, FR2 com SEQ ID NO: 267, CDR2 com SEQ ID NO: 167, FR3
com SEQ ID NO: 268, CDR3 com SEQ ID NO: 168 e FR4 com SEQ
ID NO: 269. A sequéncia inteira de LCVR, ligada opera-
cionalmente a uma regido constante de kapa humana ¢é como
apresentada na SEQ ID NO: 274. Além disso, uma forma de
realizacdo preferida de HCVR do anticorpo 126 da invencéo
compreende (em ordem a partir do terminal N) FR1 com SEQ ID
NO: 262, CDR1 com SEQ ID NO: 26, FR2 com SEQ ID NO: 262,
CDR2 com SEQ ID NO: 30, FR3 com SEQ ID NO: 264, CDR3 com
SEQ ID NO: 52 e FR4 com SEQ ID NO: 265. A sequéncia inteira
de HCVR, ligada operacionalmente a uma regido de Fc IgGq

humana é como apresentada na SEQ ID NO: 273.

Numa forma de realizacdo, um anticorpo anti-IL-17
da invencdo, em gque a totalidade ou uma porcdo da regido
variavel estd limitada por uma sequéncia particular como
aqui apresentada por uma SEQ ID NO (ver, e.g., Tabelas 1-3)
¢ além disso caracterizada por ser um anticorpo quimérico,

humanizado, ou totalmente humano ou sua porgcdo de ligacédo
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ao antigénio que antagoniza ou neutraliza pelo menos uma
actividade de 1IL-17 humana in vivo ou 1in vitro. Um
anticorpo de IL-17 da invencdo, em que a totalidade ou uma
porcdo da regido varidvel estd limitada por uma sequéncia
particular como aqui apresentado por uma SEQ ID NO é além
disso caracterizado por se ligar especificamente a IL-17
humana mas né&o se ligar a IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E ou
IL-17F humana. Adicionalmente, o anticorpo &, além disso,
caracterizado por se ligar especificamente a IL-17 humana e
IL-17 de macaco cinombélogo mas ndo se ligar a IL-17 de rato

ou a IL-17 de murganho a niveis superiores ao ruido.

Mais preferencialmente, esse anticorpo ¢é, além
disso, caracterizado por se ligar a um epitopo de IL-17
humana ndo linear compreendendo os aminodcidos DGNVDYH (SEQ
ID NO: 276) em que o anticorpo estabelece contacto com o
polipéptido com SEQ ID NO: 276. Ainda mais preferencial-
mente, esse anticorpo ¢ além disso caracterizado por
possuir uma Kp para a IL-17 humana inferior a cerca de 7
pM, 6,5 pM ou 6 pM, preferencialmente inferior a cerca de
5,5 pM, 5 pM ou 4,5 pM e muito preferencialmente inferior a
cerca de 4 pM e/ou €& caracterizado por uma ICsg,
preferencialmente num ensaio de repdrter de IL-8 in vitro,
isto é, inferior a 700 pM, 650 pM, 600 pM, 560 pM, 550 pM
ou 500 pM, ou uma ICspy num ensaio de repdrter in vitro de
GROa inferior a cerca de 560 pM, e/ou possui uma taxa de
eliminacédo (kyss) para IL-17 humana inferior a 5 x 107, 4 x

107, 3 x 107 ou 2 x 1077 s7t.
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Expressdo de Anticorpo

A presente invencdo é também dirigida a linhas
celulares gue expressam um anticorpo monoclonal anti-IL-17
da invencdo ou uma porcdo deste. A criacgdo e o isolamento
de linhas celulares que produzem um anticorpo monoclonal da
invencdo podem ser conseguidas utilizando técnicas con-
vencionais conhecidas na técnica. Linhas celulares
preferidas incluem COS, CHO, SP2/0, NSO e de levedura
(disponiveis em repositdérios publicos, tais como ATCC,

American Type Culture Collection, Manassas, VA).

Pode ser utilizada uma vasta variedade de siste-
mas de expressdo hospedeiros para expressar um anticorpo da
presente invencdo incluindo sistemas de expressido procaridbd-
ticos e eucaridticos (tais como leveduras, Dbaculovirus,
plantas, mamiferos e outras células animais, animais
transgénicos, e células de hibridoma), assim como sistemas
de expressdo de apresentacdo de fagos. Um exemplo de um
vector de expressdo bacteriana adequado é o pUC 19 e um
vector de expressdo eucaridético adequado ¢é um vector
pcDNA3.1 modificado com um sistema de seleccdo de dhfr
enfraquecido. Outros sistemas de expressdo de anticorpo séo

também conhecidos na técnica e estdo aqui contemplados.

Um anticorpo da invencdo pode ser preparado
através da expressido recombinante de genes da cadeia pesada
e leve da imunoglobulina numa célula hospedeira. Para

expressar um anticorpo de forma recombinante, uma célula
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hospedeira ¢é transformada, transduzida, infectada ou afim
com um ou mais vectores de expressdo recombinante contendo
fragmentos de DNA que codificam as cadeias leves e/ou
pesadas da imunoglobulina do anticorpo de modo a gque as
cadeias leves e/ou pesadas sejam expressas na célula
hospedeira. A cadeia pesada e a cadeia leve podem ser
expressas independentemente a partir de diferentes
promotores aos quais estdo ligados operacionalmente num
vector ou, alternativamente, a cadeia pesada e a cadeia
leve podem ser expressas independentemente a partir de
diferentes promotores aos dquais estdo ligados operacio-
nalmente em dois vectores - um expressando a cadeia pesada
e um expressando a cadeia leve. Opcionalmente, a cadeia
pesada e a cadeia leve podem ser expressos em diferentes
células hospedeiras. Preferencialmente, 0s anticorpos
recombinantes sdo secretados para o meio no qual as células
hospedeiras sdo cultivadas, a partir do qual os anticorpos
podem ser recuperados ou purificados. As metodologias de
DNA recombinante convencionais sdo utilizadas para obter
genes da cadeia pesada e leve do anticorpo, incorporar
estes genes nos vectores de expressdo recombinantes, e
introduzir os vectores nas células hospedeiras. Essas
tecnologias de DNA recombinante convencionais séo
descritas, por exemplo, em Sambrook, Fritsch, e Maniatis
(Eds.), Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Second
Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel, et al
(Eds.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene

Publishing Associates, 1989.
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Um DNA isolado que codifica uma regido HCVR pode
ser convertido num gene de cadeia pesada de comprimento
total ligando operacionalmente o DNA que codifica HCVR a
outra molécula de DNA que codifica a regides constantes de
cadeia pesada (CH1, CH2, e CH3). As sequéncias dos genes da
regido constante de cadeia pesada humana s&do conhecidas na
técnica. Ver, e.g., Kabat, et al, Sequences of proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242
(1991). Os fragmentos de DNA que englobam estas regides
podem ser obtidos e.g., através de amplificacéo
convencional por PCR. A regido constante de cadeia pesada
pode ser de qualquer tipo, (e.g., IgG, IgA, Igk, IgM ou
IgD), classe (e.g., IgG:, IgG;, IgGs e IgGs) ou subclasse de
regido constante e qualquer sua variante alotipica como
descrito em Kabat (supra). Alternativamente, a porcdo de
ligacdo ao antigénio pode ser um fragmento Fab, fragmento
Fab', fragmento F(ab'),, Fd, ou um fragmento Fv de cadeia
simples (scFv). Para um gene da cadeia pesada do fragmento
Fab, o DNA que codifica HCVR pode estar ligado operacio-
nalmente a outra molécula de DNA que codifica apenas uma

regido constante de CH; de cadeia pesada.

Um DNA isolado que codifica uma regido LCVR pode
ser convertido num gene de cadeia leve de comprimento total
(assim como num gene de cadeia leve de Fab) através da
ligacdo operacional do DNA que <codifica LCVR a outra
molécula de DNA que codifica uma regido constante da cadeia

leve, CL. As sequéncias dos genes da regido constante
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humana da cadeia leve s&do conhecidas na técnica. Ver, e.g.,
Kabat, supra. Os fragmentos de DNA que englobam estas
regides podem ser obtidas através de amplificacdo de PCR
convencional. A regido constante da cadeia leve pode ser

uma regido constante kapa ou lambda.

Para criar um gene de scFv, os fragmentos de DNA
que codificam HCVR e LCVR estdo ligados operacionalmente a
outro fragmento que codifica um ligante flexivel, e.qg.,
codificando a seguéncia de aminoécidos (Gly,-Ser)s, de modo
a que as sequéncias de HCVR e LCVR possam ser expressas
como uma proteina de cadeia simples contigua, com as
regides LCVR e HCVR unidas pelo ligante flexivel. Ver,
e.g., Bird, et al, Science 242:423-6, 1988; Huston, et al,
Proc Natl. Acad. Sci USA 85:5879-83, 1988; McCafferty, et

al, Nature 348:552-4, 1990.

Numa forma de realizacdo, a invencdo proporciona
um vector, preferencialmente (mas ndo limitado a) um
plasmideo, um vector de expressdo recombinante, um vector
de expressdo em levedura, ou um vector de expressdo
retroviral compreendendo um polinucledétido que codifica um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencdo. Alternativa-
mente, um vector da invencdo compreende a polinucledtido
que codifica um LCVR e/ou um polinucledétido que codifica
uma HCVR da invencdo. Quando ambas as sequéncias que
codificam uma LCVR e uma HCVR estdo presentes no mesmo
vector, elas podem ser transcritas independentemente, cada

uma de um promotor separado ao qual estd ligado operacio-
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nalmente. Se as sequéncias que codificam a LCVR e a HCVR
estdo presentes no mesmo vector e sdo transcritos a partir
de um promotor ao qual estdo ambas ligadas operacional-
mente, a LCVR pode estar 5' em relacdo a HCVR ou a LCVR
pode estar em 3' em relacdo a HCVR, para além disso, a
regido gque codifica LCVR e HCVR no vector pode ser separada
por uma sequéncia ligante de qualquer tamanho ou contetdo,
preferencialmente esse ligante, quando presente, é um poli-
nucledétido que codifica um sitio de entrada do ribossoma

interno.

Para expressar um anticorpo da invencdo, um DNA
que codifica uma cadeia leve e/ou pesada parcial ou de
comprimento total, obtido como descrito acima, ¢ inserido
num vector de expressdo de modo a que o gene estd ligado
operacionalmente a sequéncias de controlo de transcricédo e
traducdo. O vector de expressdo e as sequéncias de controlo
de expressdo sdo seleccionados para serem compativeis com a
célula de expressdo hospedeira wutilizada. O gene do
anticorpo de cadeia leve e o gene do anticorpo de cadeia
pesada pode ser inserido em vectores separados ou, mais
tipicamente, ambos 0s genes sdo inseridos no mesmo vector
de expressdo. 0s genes do anticorpo sdo inseridos no vector
de expressdo através de métodos convencionais. Adicional-
mente, o vector de expressdo recombinante pode codificar um
péptido sinal que facilita a secrecdo da cadeia leve ou
pesada do anticorpo monoclonal anti-IL-17 de uma célula
hospedeira. O gene da cadeia leve e/ou pesada do anticorpo

monoclonal anti-IL-17 pode ser clonado no vector de modo a
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que o péptido sinal é ligado operacionalmente em grelha ao
terminal amino do gene da cadeia de anticorpo. O péptido
sinal pode ser um péptido sinal de imunoglobulina ou um

péptido sinal heterdlogo.

Adicionalmente ao(s) gene(s) da cadeia pesada e
leve do anticorpo, um vector de expressdo recombinante da
invencdo comporta sequéncias de regulacdo que controla a
expressdo do(s) gene(s) da cadeia de anticorpo numa célula
hospedeira. 0O termo "sequéncia de regulacdo" pretende
incluir promotores, intensificadores e outros elementos de
controlo de expressdo (e.g., sinais de poliadenilacé&o),
como necessario, que controlam a transcricdo ou traducdo do
gene (s) da cadeia do anticorpo. A concepcdo do vector de
expressdo, incluindo a seleccdo de sequéncias de regulacédo
pode depender de factores como a escolha da célula
hospedeira a ser transformada, o nivel de expressdo da
proteina desejada. As sequéncias de regulacdo preferidas
para células hospedeiras de expressdo de mamiferos incluem
elementos virais que dirigem niveis elevados de expresséo
de proteina em células de mamiferos, tais como promotores
e/ou intensificadores derivados de citomegalovirus (CMV),
Virus Simio 40 (SV40), adenovirus, (e.g., o promotor tardio

principal de adenovirus (AdAMLP)) e virus polioma.

Adicionalmente aos genes da cadeia pesada e/ou
leve do anticorpo e sequéncias reguladoras, os vectores de
expressdo recombinantes da invencdo podem conter adicio-

nalmente sequéncias, tais como as sequéncias que regulam a



PE1963368 - 57 -

replicacdo do vector em células hospedeiras (e.g., origens
de replicacdo) e um ou mais genes marcadores de seleccédo. O
gene marcador de seleccdo facilita a seleccdo de células
hospedeiras nas quais o vector foi introduzido. Por
exemplo, tipicamente o gene marcador de selecgdo confere
resisténcia aos farmacos, tais como G418, higromicina, ou
metotrexato, numa célula hospedeira na qual o vector foi
introduzido. Genes marcadores de seleccdo preferidos
incluem o gene da redutase de di-hidrofolato (dhfr) (para
utilizacdo em células hospedeiras dhfr-menos com selec-
cdo/amplificacdo em metotrexato), o gene neo (para seleccédo
de G418), e sintetase de glutamina (GS) numa linha celular

GS-negativa (tal como NSO) para seleccdo/amplificacéao.

Para expressdo das cadeias leves e/ou pesadas,
o(s) vector(es) de expressdo que codificam as cadeias
pesada e/ou leves é/sdo introduzidos numa célula hospedeira
através de técnicas convencionais e.g., electroporacéo,
precipitacdo com fosfato de célcio, transfeccdo em DEAE-
dextrano, transducdo, infeccdo e semelhantes. Embora seja
teoricamente possivel expressar oS anticorpos da invencgédo
em qualquer uma das células procaridticas ou eucaridticas,
sdo preferidas células eucaridticas, e muito preferencial-
mente células hospedeiras de mamiferos, porgque essas
células tém maior probabilidade de montar e secretar um
anticorpo 1munologicamente activo e montado de forma
adequada. Células hospedeiras de mamiferos preferidas para
expressar os anticorpos recombinantes da invencdo incluem

células de Ovario de Hamster Chinés (células CHO)
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[incluindo células CHO dhfr menos, descritas em Urlaub e
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-20, 1980,
utilizadas com um marcador selecciondvel de DHFR, e.g.,
como descrito em Kaufman e Sharp, J. Mol. Biol. 159:601-21,
1982] células de mieloma NSO, células C0OS, e células SP2/0.
Quando os vectores de expressdo recombinantes que codificam
genes de anticorpo sdo introduzidos em células hospedeiras
de mamiferos, os anticorpos s&do produzidos através da
cultura das células hospedeiras durante um periodo de tempo
suficiente para permitir a expressdo do anticorpo nas
células hospedeiras ou, mais preferencialmente, a secrecdo
do anticorpo no meio de cultura no qual as células hospe-
deiras sé&do cultivadas em condic¢des apropriadas conhecidas
na técnica. 0Os anticorpos podem ser recuperados a partir da
célula hospedeira e/ou do meio de cultura utilizando

métodos de purificacdo convencionais.

Também podem ser utilizadas células hospedeiras
para produzir porcdes, ou fragmentos, de anticorpos
intactos, e.g., fragmentos Fab ou moléculas de scFv através
de técnicas que sdo convencionais. Serd entendido por um
técnico especialista que variagdes no processo acima
descrito estdo dentro do ambito da presente invencdo. Por
exemplo, pode ser desejavel transfectar uma célula
hospedeira com DNA que codifica a cadeia leve ou a cadeia
pesada de um anticorpo desta invencdo. A tecnologia do DNA
recombinante também pode ser utilizada para remover algum
ou todo o DNA que codifica gqualquer uma ou ambas as cadeias

leve e pesada que ndo é necessariamente para ligacdo a IL-
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17. As moléculas expressas a partir dessas moléculas de DNA
truncado estdo também compreendidas pelos anticorpos da

invencédo.

A  invencdo proporciona uma célula hospedeira
compreendendo uma molécula de &cido nucleico da presente
invencé&o. Preferencialmente, a célula hospedeira da
invencdo compreende um ou mais vectores ou construcdes
compreendendo uma molécula de &cido nucleico da presente
invencdo. A célula hospedeira da invencdo é uma célula na
qual foi introduzido um vector da invencédo, compreendendo o
referido vector um polinucledtido que codifica uma LCVR de
um anticorpo da invencdo e/ou um polinucledétido que
codifica uma HCVR da invencdo. A invencdo também propor-
ciona uma célula hospedeira na qual foram introduzidos dois
vectores da invencdo; um compreendendo um polinucledtido
que codifica uma LCVR de um anticorpo da invencdo e um
compreendendo um polinucledétido que codifica wuma HCVR
presente num anticorpo da invencdo e <cada um ligado
operacionalmente a uma sequéncia de promotor. 0Os tipos de
célula hospedeira incluem células de mamifero, bactérias,
plantas e leveduras. Preferencialmente a célula hospedeira
é uma célula CHO, uma célula COS, uma célula SP2/0, uma
célula NSO, uma célula de levedura ou um derivado ou

descendéncia de qualgquer tipo de célula preferida.

Num sistema preferido para a expressdo recombi-
nante de um anticorpo da invencdo, um vector de expressdo

recombinante que codifica ambas a cadeia pesada do anti-
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corpo e a cadeia leve do anticorpo é introduzido em células
CHO dhfr-menos através de e.g., transfeccdo mediada por
fosfato de cédlcio. No vector de expressdo recombinante, os
genes da cadeia pesada e leve do anticorpo sdo cada um
ligado operacionalmente a elementos de regulacdo de inten-
sificador/promotor (e.g., derivados de SV40, CMV, adeno-
virus e semelhantes, tais como um elemento de regulacdo
intensificador CMV/promotor de AdMLP ou um elemento de
regulacdo intensificador de SV40/promotor de AdMLP) para
conduzir a niveis elevados de transcricdo dos genes. O
vector de expressdo recombinante também contém um gene
dhfr, que permite a selecgdo de células CHO que foram
transfectadas com o vector utilizando seleccdo com meto-
trexato/amplificacdo. As células hospedeiras transformantes
seleccionadas sé&do cultivadas para permitir a expressdo das
cadeias pesada e leve do anticorpo e o anticorpo intacto é
recuperado a partir do meio de cultura. S&o wutilizadas
técnicas de bioclogia molecular convencionals para preparar
o vector de expressdo recombinante, transfectar as células
hospedeiras, seleccionar os transformantes, cultivar as
células hospedeiras e recuperar o anticorpo a partir do
meio de cultura. Os anticorpos, ou suas porcdes de ligacédo
ao antigénio, da invencdo podem ser expressos num animal
(e.g., um murganho) gque seja transgénico para genes de
imunoglobulina humana (ver, e.g., Taylor, et al., Nucleic

Acids Res. 20:6287-95, 1992).

Uma vez expressos, o0s anticorpos intactos, seus

dimeros, cadeias leves e pesadas individuais, ou outras
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formas de imunoglobulina da presente invencdo podem ser
purificadas de acordo com processos convencionais na
técnica, incluindo precipitacdo com sulfato de amébnio,
cromatografia em coluna de permuta idénica, de afinidade, de
fase reversa, de interaccdo hidrofébica, electroforese em
gel e semelhantes. S&do preferidas imunoglobulinas substan-
cialmente puras de pelo menos cerca de 90%, 92%, 94% ou 96%
homogeneidade, e mais preferidas as de 98 até 99% ou mais
de homogeneidade, para utilizacdes farmacéuticas. Uma vez
purificados, parcialmente ou até a homogeneidade como dese-
jado, o0s péptidos podem ser entdo utilizados terapeutica-

mente ou profilacticamente, como aqui descrito.

Anticorpo Quimérico

Como aqui utilizado, o termo "anticorpo quimé-
rico" inclui imunoglobulinas monovalentes, divalentes ou
polivalentes. Um anticorpo gquimérico monovalente & um
dimero formado por uma cadeia pesada quimérica associada
através de ligacdes persulfureto com uma cadeia leve
quimérica. Um anticorpo quimérico divalente é um tetramero

formado por dois dimeros de cadeia pesada-cadeia leve

associados através de pelo menos uma ligacdo persulfureto.

Uma cadeia pesada guimérica de um anticorpo
compreende uma regido de ligacdo ao antigénio derivada da
cadeia pesada de um anticorpo ndo humano especifico para
IL-17, que estd ligado operacionalmente a pelo menos uma

porcdo de uma regido constante de cadeia pesada humana, ou
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substancialmente humana (ou espécie diferente daquela a
partir da qual a regido de ligacdo ao antigénio foi
derivada), tal como CH1l ou CH2, ou preferencialmente a uma
regido constante de cadeia pesada de comprimento total. Uma
cadeia leve qguimérica de um anticorpo para utilizacdo em
humanos compreende uma regido de 1ligacdo ao antigénio
derivada inteiramente ou substancialmente da cadeia leve de
um anticorpo ndo humano especifico para IL-17, ligado
operacionalmente a pelo menos uma porcdo de uma regido
constante da cadeia leve (CL) humana, ou substancialmente
humana (ou espécie diferente dagquela a partir da qual a
regido de ligagcdo ao antigénio foi derivada), ou
preferencialmente a uma regido constante de cadeia leve de
comprimento total. Anticorpos, fragmentos ou derivados
possuindo cadeias pesadas e cadeias leves quiméricas da
mesma ou de diferente especificidade de ligacdo a regido
varidvel, também pode ser preparada através da associacéo
apropriada das cadeias de polipéptido individual, de acordo

com passos conhecidos do método.

Com esta abordagem, os hospedeiros que expressam
cadeias pesadas gquiméricas sdo cultivados separadamente a
partir dos hospedeiros que expressam cadeias leves
quiméricas, e as cadeias de imunoglobulina sdo recuperadas
separadamente e depois associadas. Alternativamente, os
hospedeiros podem ser co-cultivados e as cadeias deixadas
associar-se espontaneamente no meio de cultura, seguido
pela recuperacdo da imunoglobulina montada ou fragmento.

S&do conhecidos na técnica métodos para produzir anticorpos
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quiméricos (ver, e.g., Patente U.S. Nos.: 6 284 471;

5 807 715; 4 816 567; e 4 816 397).

Anticorpos Humanizados

Preferencialmente, um anticorpo da invencdo a ser
utilizado para objectivos terapéuticos, teriam a sequéncia
da regido de grelha e constante (até ao ponto de existir no
anticorpo) derivado do mamifero no qual deve ser utilizado
como um agente terapéutico de modo a diminuir a
possibilidade de o mamifero induzir uma resposta imunitéria
contra o anticorpo terapéutico. Os anticorpos humanizados
sdo de particular interesse uma vez que gdo considerados
como sendo valiosos para aplicacdo terapéutica e evitar a
resposta de anticorpo anti-murganho humano frequentemente
observada com anticorpos de roedores. Adicionalmente, em
anticorpos humanizados, a porcdo efectora do anticorpo & de
origem humana de modo a que possa interagir melhor com as
outras partes do sistema imunitério humano (e.g., destruir
as células alvo mais eficientemente através de citoto-
xicidade dependente do complemento ou citotoxicidade celu-
lar dependente do anticorpo). Também, os anticorpos huma-
nizados injectados podem possuir uma semi-vida mais pareci-
da com aquela dos anticorpos humanos gue ocorrem natural-
mente do que e.g., anticorpos de murino, permitindo desse
modo que sejam administradas doses mais peqguenas € menos
frequentes. O termo "anticorpo humanizado", como aqui
utilizado, refere-se a um anticorpo compreendendo porcdes

de anticorpos de origem diferente, em que pelo menos uma



PE1963368 - 64 -

porcdo ¢é de origem humana. Por exemplo, o anticorpo
humanizado pode compreender porcgdes derivadas de um anti-
corpo de origem ndo humana com a especificidade requerida,
tal como um murganho, e de um anticorpo de origem humana,
unidas em conjunto quimicamente através de técnicas conven-
cionais (e.g., sintéticas) ou preparado como um polipéptido

contiguo utilizando técnicas de engenharia genética.

Preferencialmente, um "anticorpo humanizado"
possui CDRs gque tém origem (ou tém substancialmente origem)
a partir de um anticorpo nédo humano (preferencialmente um
anticorpo monoclonal de murganho) enguanto a regido da
grelha e constante, até ao ponto de estar presente, (ou uma
sua porcdo significativa ou substancial, i.e., pelo menos
cerca de 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%) sé&o
codificados pela informacdo da sequéncia de 4acido nucleico
que ocorre na regido da imunoglobulina da linha germinal
humana (ver, e.g., the International ImMunoGeneTics
Database) ou nas suas formas recombinadas ou mutadas quer
os referidos anticorpos sejam produzidos numa célula humana

ou ndao.

As CDRs de um anticorpo humanizado podem ser
alteradas ou optimizadas a partir das CDRs de um anticorpo
parental ndo humano a partir do qual tiveram origem para
criar as propriedades desejadas, e.g., especificidade,
afinidade e/ou ligacdo preferencial. As CDRs alteradas ou
optimizadas podem possuir substituicdes, adigdes e/ou

delecdes de aminoacidos quando comparadas com as CDRs
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parentais, preferencialmente cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9 ou 10 total nos seis dominios de CDR. Por exemplo, as
posicdes de aminocécidos das CDRs que estdo sublinhadas e em
impressdo a negrito nas Tabelas 2 e 3 s&do posicdes que
foram alteradas a partir das CDRs como apresentado na Fab 1
das Tabelas 2 e 3. Alternativamente, o anticorpo de murino
2321 pode ser um anticorpo parental para a comparacdo das

CDRs de um anticorpo da invencéo.

Formas humanizadas de anticorpos n&do humanos
(e.g., murino) incluem um anticorpo intacto, um anticorpo
substancialmente intacto, uma porcdo de um anticorpo
compreendendo um sitio de ligacdo ao antigénio, ou uma
porcdo de um anticorpo compreendendo um fragmento Fab,
fragmento Fab', F(ab'),, ou um fragmento Fv de cadeia
simples. Anticorpos humanizados contém preferencialmente
uma sequéncia minima derivada de imunoglobulina n&do humana.
Os anticorpos humanizados também podem compreender residuos
gque ndo se encontram nem no anticorpo recipiente nem nas
sequéncias de CDR ou de grelha importadas. Em geral, o
anticorpo humanizado ird compreender substancialmente todos
de pelo menos um, e tipicamente dois, dominios variaveis,
nos quais todos ou substancialmente todos os aminoé&cidos
nas regides de CDR correspondem aqueles de uma imunoglo-
bulina n&o humana e todos ou substancialmente todos os
aminodcidos nas regides FR sdo aqueles de uma sequéncia de
imunoglobulina humana de consenso. O anticorpo humanizado
também compreende optimamente pelo menos uma porcido de uma

regido constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela
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de uma imunoglobulina humana. [Jones et al., Nature,
321:522-525, 1986; Riechmann et al., Nature, 332:323-329,

1988; e Presta, Curr. Op. Struct. Biol, 2:593-596, 1992].

Os anticorpos humanizados podem ser sujeitos a
mutagénese in vitro utilizando métodos de wutilizacgdo de
rotina na técnica (ou, gquando ¢ utilizado um animal
transgénico para sequéncias de Ig humanas, mutagénese
somética in Vvivo) e, desse modo, as sequéncias de
aminodcido da regido de grelha das regides HCVR e LCVR dos
anticorpos humanizados recombinantes s&o sequéncias dque,
embora derivados daqueles relacionados com sequéncias de
HCVR e LCVR da linha germinal humana, podem né&do existir
naturalmente no reportdério da linha germinal de anticorpo
humano in vivo. Estd contemplado gue essas sequéncias de
aminodcidos das regides de grelha de HCVR e LCVR dos
anticorpos humanizados recombinantes sdo pelo menos 90%,
92%, 94%, 95%, 96%, 98% ou mais preferencialmente pelo
menos 99% idénticos a uma sequéncia de 1linha germinal
humana. Preferencialmente, 0s residuos de grelha do
anticorpo parental (e.g., anticorpo de murino ou de um modo
geral o anticorpo a partir do qual o anticorpo humanizado é
derivado) que mantém ou afecta estruturas do sitio de
combinacdo serdo retidos. Estes residuos podem ser
identificados e.g., através de cristalografia de raios X do
anticorpo parental ou fragmento Fab, identificando desse
modo a estrutura tridimensional do sitio de 1ligacdo ao
antigénio. Uma estratégia para humanizar os anticorpos é

escolher uma sequéncia de linha germinal humana com a maior
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homologia com a grelha do anticorpo parental que a grelha
para receber as CDRs dadoras. Esta abordagem de 1linha
germinal ¢ baseada na mesma 1ldégica que a estratégia de
melhor ajuste, mas apenas as sequéncias da linha germinal

sdo pesquisadas nas bases de dados.

O anticorpo humanizado da presente invencdo pode
compreender ou ser derivada de uma grelha de cadeia leve da
linha germinal humana. Em formas de realizacdo particulares
a sequéncia da linha germinal da cadeia leve é seleccionada
a partir de sequéncias VK humanas, incluindo, mas né&o
limitadas a, Al, A10, All, Al4, Al17, Al18, Al9, A2, A20,
A23, A2e6, A27, A3, A30, A5, A7, B2, B3, L1, L10, L11, L12,
L14, 1115, L16, 1L18, 119, L2, L20, L22, L23, L24, L25,
L.4/18a, L5, L6, L8, L9, 01, 011, 012, 014, 018, 02, 04, e
08. Em certas formas de realizacdo, esta grelha da linha
germinal de cadeia leve humana ¢é seleccionada a partir de
vli-11, v1-13, vli-1¢, V1-17, Vv1-18, Vv1-19, V1-2, V1-20, V1-
22, Vv1-3, vi-4, v1-5, Vv1-7, Vv1-9, v2-1, Vv2z2-11, V2-13, V2-
14, vz2-15, Vvz2-17, V2-19, V2-6, V2-7, V2-8, V3-2, V3-3, V3-

4, v4-1, Vv4-2, V4-3, V4-4, Vi4-6, Vb-1, V5-2, V5-4, e V5-6.

Noutras formas de realizacéo, 0 anticorpo
humanizado da presente invencdo pode compreender ou ser
derivada de uma grelha de cadeia pesada de linha germinal
humana. Em formas de realizacdo particulares, esta grelha
da linha germinal da cadeia pesada humana é seleccionada a
partir de VH1-18, VH1-2, VH1-24, VH1-3, VH1-45, VH1-46,

VH1-58, VH1-69, VH1-8, VH2-26, VH2-5, VH2-70, VH3-11, VH3-
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13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-33,
VH3-35, VH3-38, VH3-43, VH3-48, VH3-49, VH3-53, VH3-64,
VH3-66, VH3-7, VH3-72, VH3-73, VH3-74, VH3-9, VH4-28, VH4-
31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59, VH4-61, VH5-51, VH6-1, e
VH7-81. Ver a PCT WO 2005/005604 para uma descricdo das

sequéncias de linha germinal diferentes.

Em formas de realizacdo particulares, a regido
variadvel da cadeia leve e/ou regido varidvel de cadeia
pesada compreendem uma regido de grelha ou pelo menos uma
porcdo de uma regido de grelha (e.g., contendo 2 ou 3 sub-
regides, tais como FR2 e FR3). Em certas formas de
realizacdo, pelo menos FRLI1, FRLZ, FRL3, ou FRL4 ¢&
totalmente humana. Noutras formas de realizacdo, pelo menos
FRH1, FRH2, FRH3, ou FRH4 ¢ totalmente humana. Em algumas
formas de realizacdo, pelo menos FRL1, FRL2, FRL3, ou FRL4
¢ uma sequéncia da linha germinal (e.g., linha germinal
humana) ou compreende sequéncias de consenso humanas para a
grelha particular. Noutras formas de realizacdo, pelo menos
FRH1, FRH2, FRH3, ou FRH4 & uma sequéncia de linha germinal
(e.g., linha germinal humana) ou compreende sequéncias de
consenso humanas para a grelha particular. Em formas de
realizacdo preferidas, toda a regido de grelha é uma regiédo

de grelha humana.

Em geral, os anticorpos humanizados podem ser
produzidos através da obtencdo de sequéncias de A&cido
nucleico que codificam a HCVR e LCVR de um anticorpo, e.g.,

um anticorpo de murino ou o anticorpo produzido por um
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hibridoma, gque se liga ao epitopo de IL-17 da invencéo,
identificando as CDRs na referida HCVR e LCVR (n&o humana),
e enxertando essa sequéncia de &acido nucleico que codifica
CDR para uma sequéncias de &4cido nucleico que codifica a
grelha humana. Opcionalmente, uma regido CDR pode ser
optimizada através de mutagenizacdo aleatdéria ou em
particular localizacgcbes de modo a substituir um ou mais
aminodcidos na CDR com um aminodcido diferente antes de
enxertar a regido CDR para a regiéo de grelha.
Alternativamente, pode ser obtida uma regido CDR
subsequente a insercdo na regido de grelha humana
utilizando métodos disponiveis para um especialista na
técnica. Preferencialmente, as sequéncias de aminoécido de
grelha humana s&do seleccionadas de modo a que o anticorpo
resultante seja provavelmente adequado para administracdo
in vivo em humanos. Isto pode ser determinado, e.g., com
base na utilizacdo prévia de anticorpos contendo essa
sequéncia de grelha humana. Preferencialmente, A sequéncia
de grelha humana ndo ira ela proépria ser significativamente

imunogénica.

Alternativamente, as sequéncias de aminoécidos
das grelhas para o anticorpo a ser humanizado podem ser
comparadas com as das sequéncias de grelha humanas
conhecidas, as sequéncias de grelha humanas a serem
utilizadas para enxertia em CDR e seleccionadas com base
nas suas sequéncias compreendendo elevada semelhanca com as
do anticorpo parental, e.g., um anticorpo de murino gue se

liga a IL-17 (e.g., um anticorpo compreendendo uma HCVR com
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SEQ ID NO: 270 e além disso compreendendo uma LCVR com SEQ
ID NO: 271). Foram isoladas numerosas sequéncias de grelha
humanas e as suas sequéncias sdo relatadas na técnica. Isto
aumenta a probabilidade de o anticorpo humanizado enxertado
na CDR resultante, gque contém CDRs do progenitor (e.g.,
murino) ou CDRs optimizadas do anticorpo parental enxertado
em grelhas humanas seleccionadas (e possivelmente também a
regido constante humana) 1ird reter substancialmente a
estrutura de ligacdo ao antigénio e desse modo reter a
afinidade de ligacdo o anticorpo parental. Para reter num
grau significativo da afinidade de ligac&o ao antigénio, as
regides de grelha humanas seleccionadas serdo preferen-
cialmente aquelas gque se espera que sejam adequadas para

administracdo in vivo, i.e., ndo imunogénica.

Em qualquer dos métodos, sdo obtidas as sequén-
cias de DNA que codificam as regides de HCVR e LCVR do
anticorpo anti-IL-17 ©preferencialmente de murino. Sé&o
conhecidos na técnica métodos para clonar sequéncias de
dcido nucleico que codificam imunoglobulinas. Esses métodos
podem, por exemplo, envolver a amplificacgdo das sequéncias
que codificam a imunoglobulina a serem clonadas utilizando
iniciadores apropriados, através da reaccdo em cadeia pela
polimerase (PCR). Foram relatados na literatura iniciadores
adequados para amplificar sequéncias de acido nucleico de
imunoglobulina, e especificamente sequéncias de HCVR e de
LCVR de murino. Apds essas sequéncias que codificam a
imunoglobulina terem sido clonadas, elas serdo sequenciadas

através de métodos bem conhecidos na técnica.
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Apbs as sequéncias que codificam a CDR serem
enxertadas nas sequéncias que codificam a grelha humana
seleccionada, as sequéncias de DNA resultantes que
codificam as sequéncias variadvel pesada e variavel leve
"humanizadas" sé&o entdo expressas para produzir um
anticorpo humanizado ou Fv humanizado que se liga a IL-17.
As HCVR e LCVR humanizadas podem ser expressas como parte
de uma molécula de anticorpo anti-IL-17 total, i.e., como
uma proteina de fusdo com sequéncias de dominio humano
constante cujas sequéncias de DNA codificantes foram obti-
das a partir de uma biblioteca comercialmente disponivel ou
que foram obtidas utilizando, e.qg., um dos métodos
descritos acima para obter sequéncias de DNA, ou estdo na
técnica. Contudo, as sequéncias de HCVR e LCVR podem também
ser expressas na auséncia de sequéncias constantes para
produzir um Fv anti-IL-17 humanizado. Contudo, a fusdo de
sequéncias constantes humanas com a regido variavel é
potencialmente desejavel porque o anticorpo humanizado
anti-IL-17 resultante pode possuir funcdes de efector

humano.

Métodos para sintetizar DNA que codifica uma
proteina de sequéncia conhecida sdo bem conhecidos na
técnica. Utilizando esses métodos, as sequéncias de DNA gue
codificam as sequéncias de HCVR e LCVR humanizadas do
sujeito (com ou sem regibes constantes) sdo sintetizadas, e
depois expressadas num sistema de vector adequado para

expressdo de anticorpos recombinantes. Isto pode ser
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efectuado em qualquer sistema de vector gque proporciona as
sequéncias humanizados de HCVR e LCVR do sujeito a serem
expressas como uma proteina de fusdo com sequéncias de
dominio constante humano e para associar para produzir
anticorpos funcionais (ligacdo ao antigénio) ou fragmentos

de anticorpo.

Sdo conhecidas na técnica sequéncias do dominio
constante humano, e foram relatadas na literatura. Sequén-
cias de cadeia leve humana constante preferidas incluem as
sequéncias de cadeia leve constante kapa e lambda. Sequén-
cias de cadeia pesada constante humana preferidas incluem
IgG; humana, IgG; humana, IgGs humana, I1IgG; humana (ver,
e.g., Seqg ID NOs: 257-260 respectivamente) e versbes
mutadas destas que proporcionam funcdo efectora alterada,
e.g., aumento da semi-vida in vivo, ligacdo ao receptor de

Fc reduzida, perfil de desamidacdo alterado e semelhantes.

Se estiverem presentes, as regides de grelha
humanas s&o preferencialmente derivadas a partir de uma
regido variavel do anticorpo humano possuindo uma seme-
lhanca de sequéncia com a regido andloga ou equivalente do
dador da regido de ligacdo ao antigénio (i.e., o anticorpo
parental) . Outras fontes de regides de grelha para porcdes
de origem humana de um anticorpo humanizado incluem se-
quéncias de consenso humanas variaveis (ver e.qg.,
Kettleborough, CA. et al. Protein Engineering 4:773-783
(1991); Carter et al, WO 94/04679. Por exemplo, a sequéncia

do anticorpo ou regido variavel utilizada para obter a uma
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porcdo ndo humana pode ser comparada a sequéncias humanas
como descrito em Kabat et al. Sequences of proteins of
Immunological Interest, Fifth Edition, NIH, U.S. Government
Printing Office (1991) . Numa forma de realizacéo
particularmente preferida, as regides de grelha de uma
cadeia de anticorpo humanizado sdo derivadas de uma regido
varidvel humana possuindo pelo menos cerca de 60% de
identidade de sequéncia global, preferencialmente pelo
menos cerca de 70%, 80%, ou 90% de identidade de sequéncia
global e mais preferencialmente pelo menos cerca de 85% de
identidade de sequéncia global, com a regido variavel do
dador n&do humano. Um porc¢do humana também pode ser derivada
de um anticorpo humano possuindo pelo menos cerca de 65% de
identidade de sequéncia, e preferencialmente pelo menos
cerca de 70% de identidade de sequéncia, na PpPorgao
particular (e.g., FR) a ser utilizada, quando comparada com

a porcédo equivalente (e.g., FR) do dador n&o humano.

Referéncias que também descrevem métodos envol-
vidos na humanizacdo de um anticorpo de murganho que podem
ser utilizados sd@o e.g., Queen et al, Proc. Natl Acad. Sci
USA 88:2869, 1991; Pat. U.S. No. 5 693 76l; Pat. U.S. No. 4
816 397; Pat. U.S. No. 5 225 539; programas de computador
ABMOD e ENCAD como descrito em Levitt, M., J. Mol. Biol.
168:595-620, 1983; a humanizacdo pode ser realizada
essencialmente seguindo o método de Winter e colaboradores
(Jones et al., Nature, 321:522-525, 1986; Riechmann et al.,
Nature, 332:323-327, 1988; Verhoeyen et al., Science,

239:1534-1536, 1988).
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Anticorpos Humanos

Como uma alternativa a humanizacdo, podem ser
gerados anticorpos humanos. Os anticorpos humanos podem ser
produzidos utilizando  varias técnicas conhecidas na
técnica, incluindo bibliotecas de apresentacdo em fagos
(Hoogenboom e Winter, J. Mol. Biol, 227:381, 1991; Marks et
al., J. Mol. Biol, 222:581, 1991). As técnicas de Cole et
al. e Boerner et al. estdo também disponiveis para a
preparacdo de anticorpos humanos monoclonais (Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p.
77 (1985) e Boerner et al., J. Immunol, 147:86-95, 1991).
De um modo semelhante, podem ser produzidos anticorpos
humanos introduzindo loci de imunoglobulina humana em
animais transgénicos, e.g., murganhos nos quais os genes de
imunoglobulina enddgena foram parcialmente ou completamente
inactivados. Apds imunizacdo, e.g., com um antigénio
compreendendo um epitopo imunogénico da invencdo, é obtido
um reportdrio completo da producdo de anticorpo humano, que
se parece bastante com o que se observa em humanos em todos
0os aspectos, incluindo rearranjo de genes, montagem e
reportdério de anticorpo. Esta abordagem ¢é descrita, por
exemplo, nas Pat. U.S. Nos. 5 545 807; 5 545 806;
5 569 825; 5 589 369; 5 591 669; 5 625 126; 5 633 425;
5 661 016, e nas seguintes publicacdes cientificas: Marks
et al., BioTechnology 10:779-783, 1992; Lonberg et al,
Nature 368: 856-859, 1994; Morrison, Nature 368: 812-13,

1994; Fishwild et al., Nature Biotechnology 14:845-51,
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1996; Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (19906);
Lonberg e Huszar, Intern. Rev. Immunol 13: 65-93 (1995) e
Jobkobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 90:2551,

1993.

Genes de imunoglobulina humana introduzidos no
murganho, criando desse modo murganhos transgénicos capazes
de responder aos antigénios com anticorpos que possuem
sequéncias humanas sdo também descritos em Bruggemann et
al. (Proc. Natl Acad. Sci. USA 86:6709-6713, 1989). HA&
vadrias estratégias que existem para a criacdo de mamiferos
que produzem anticorpos humanos. Em particular, existe a
abordagem de "minilocus" na qual um locus de Ig exdbgeno é
mimetizado através da inclusdo de pedacos (e.g., genes
individuais) do locus de Ig (ver, e.g., Pat. U.S. Nos.
5 545 807, 5 545 806, 5 625 825, 5 625 126, 5 633 425,
5 661 016, 5 770 429, 5 789 650, e 5 814 318, 5 612 205,
5 721 367, 5 789 215), introducdo de YAC de fragmentos
grandes e substancialmente da linha germinal dos loci de Ig
(ver Mendez et al. Nature Genetics 15:146-156, 1997; Green
e Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495, 1998), e introducédo
dos loci inteiros ou substancialmente inteiros através da
utilizacdo de fusdo de microcélulas (ver Pedido de Patente

Europeia No. EP 0 843 961 Al).

Qualguer murganho transgénico capaz de responder
a imunizacdo com anticorpos que possuem sequéncias humanas
pode ser utilizado para produzir um anticorpo anti-IL-17 da

invencdo quando se utilizam métodos disponiveis para i,
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especialista na técnica, e.g., gquando esse murganho &
imunizado com um polipéptido compreendendo um epitopo

imunogénico da invencéo.

Utilizacdes

Os anticorpos da presente invencdo sdo Uteis em
aplicacgdes terapéuticas, profilécticas, de diagndstico e de
investigacdo como aqui descrito. Pode ser utilizado um
anticorpo da invencdo para diagnosticar um distirbio ou
doenca associados com a expressdo de IL-17 humana. De um
modo semelhante, o anticorpo da invencdo pode ser utilizado
num ensaio para monitorizar os niveis de IL-17 num
individuo a ser testado para um estado associado a IL-17.
Aplicacdes de investigacdo incluem métodos que utilizam o
anticorpo da invencdo e um marcador para detectar IL-17
numa amostra, e.g., num fluido corporal humano ou num
extracto de células ou de tecido. 0Os anticorpos da invencédo
podem ser utilizados com ou sem modificacgdo, e sdo marcados
através de ligacdo covalente ou nédo-covalente de uma
unidade detectavel. A unidade detectéavel pode ser qualquer
uma que seja capaz de produzir, seja directamente ou
indirectamente, um sinal detectdvel. Por exemplo, a unidade
detectédvel pode ser um radioisétopo tal como, e.g., °H, ‘C,
2p, °s, ou '*°I, um composto fluorescente ou quimiolumines-
cente, tal como isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ou
luciferina; ou uma enzima, tal como fosfatase alcalina,
beta-galactosidase, ou peroxidase de ré4bano. Pode ser

empregue qualquer método conhecido na técnica para conjugar
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separadamente o anticorpo com a unidade detectéavel,
incluindo os métodos descritos por Hunter, et al., Nature
144:945, 1962; David, et al, Biochemistry 13: 1014, 1974;
Pain, et al., J. Immunol. Meth. 40: 219, 1981; and Nygren,
J. Histochem. and Cytochem. 30: 407, 1982. S&do conhecidos
na técnica varios protocolos convencionais para medir IL-
17, incluindo e.g., ELISAs, RIAs, e FACS, e proporcionam
uma base para diagnosticar niveis alterados ou anormais de
expressdo de IL-17. Os valores de expressdo normais ou
convencionais s&do estabelecidos utilizando qualquer técnica
conhecida na técnica, e.g., através da combinacdo de uma
amostra compreendendo um polipéptido de IL-17 com, e.qg.,
anticorpos em condig¢des adequadas para formar um complexo
antigénio:anticorpo. O anticorpo ¢ marcado directamente ou
indirectamente com uma substincia detectdvel para facilitar
a deteccdo do anticorpo ligado ou ndo ligado. As
substédncias detectédveis adequadas incluem véarias enzimas,
grupos prostéticos, materiais fluorescentes, materiais
luminescentes e materiais radiocactivos. Exemplos de enzimas
adequadas incluem peroxidase de rédbano, fosfatase alcalina,
R-galactosidase, ou acetilcolinesterase; exemplos de
complexos de grupos prostéticos adequados incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; exemplos de
materiais fluorescentes adequados incluem umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansilo ou
ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente inclui

luminol; e exemplos de um material radioactivo inclui '?°I

14

31, s, ou °H. (ver, e.g., Zola, Monoclonal Antibodies: A
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Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987)). A guantidade
de um complexo convencional formado ¢ quantificada através
de varios métodos, tais como, e.g., meios fotométricos. As
quantidades de polipéptido IL-17 expresso nas amostras sédo

entdo comparadas com os valores convencionais.

Por uma questdo de conveniéncia, o anticorpo da
presente invencdo pode ser fornecido num estojo ("kit"),
uma combinacdo embalada de reagentes em quantidades pré-
determinadas com instrucdes para realizar o ensaio de
diagnéstico. Quando o anticorpo é marcado com uma enzima, O
estojo ("kit™) ird incluir substratos e cofactores
requiridos pela enzima (e.g., um substrato precursor que
proporciona o cromdéforo ou fluordforo detectével) .
Adicionalmente, podem ser incluidos outros aditivos tais
como estabilizadores, tampdes (e.g., um tampdo blogueador
ou tampdo de lise) e semelhantes. As guantidades relativas
dos varios reagentes podem ser largamente variadas para
proporcionar as concentrac¢des na solugcdo dos reagentes que
optimizam substancialmente a sensibilidade do ensaio.
Particularmente, o0s reagentes podem ser fornecidos como pbs
secos, normalmente liofilizados, incluindo excipientes que,
em dissolucdo, irdo proporcionar uma solucdo de reagente

possuindo a concentracdo apropriada.

Utilizacdes Terapéuticas para o Anticorpo

A IL-17 é uma citocina pré-inflamatdria secretada

por células T activadas nos sitios da inflamacdo, ndo na
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circulacédo sistémica; ndo é rapidamente detectédvel no soro
ou nos tecidos de uma pessoa saudavel. A IL-17 regula
positivamente as moléculas de adesdo, induz a producdo de
citocinas inflamatdérias multiplas e qguimiocinas de varios
tipos de células incluindo sinovidcitos, condrdécitos,
fibroblastos, células endoteliais, células epiteliais,
induzindo desse modo o recrutamento de neutrdédfilos para um
sitio inflamatdério, estimula a producdo de prostaglandinas
e metaloproteinases, e 1inibe a sintese de proteoglicano.
Para além disso, a IL-17 desempenha um papel importante na
maturacdo das células hematopoiéticas progenitoras. A IL-17
possui papéis de sinalizacdo em diferentes drgdos e tecidos
incluindo pulmdo, cartilagem articular, osso, cérebro,
células hematopoiéticas, rim, pele e intestino. A IL-17
partilha uma homologia de 15-27% de aminoédcidos com IL-17
B, C e E e 44-50% de homologia de aminoé&cidos com IL-17 D e
F. A IL-17 liga-se ao receptor de IL-17 com baixa afinidade
(cerca de 1 nM), enquanto outros membros da familia IL-17

ndo se ligam ao receptor de IL-17.

Os niveils aumentados da IL-17 (i.e., IL-17A)
foram associados com varios estados incluindo inflamacéao
das vias respiratérias, RA, osteoartrite, erosdo Obssea,
abcessos e ades®es intraperitoneais, IBD, rejeicdo de
aloenxertos, psoriase, certos tipos de cancro, angiogénese,
aterosclerose e MS. Ambos IL-17 e IL-17R sdo regulados
positivamente no tecido sinovial de doentes de RA. A IL-17
exerce o seu papel na patogénese de RA através de vias

dependentes e independentes de IL-1-f e TNF-o. A IL-17
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estimula a secrecdo de outras citocinas e qguimiocinas,
e.g., TNF-o, DL-13, IL-6, IL-8 e Gro-o. A IL-17 contribui
directamente para a progressdo da doenca em RA. A injeccéo
da IL-17 no joelho de murganhos promove a destruicdo da
articulacdo independentemente da actividade de IL-I 3 (Ann.
Rheum. Dis. 59:529-32, 2000). O anticorpo anti-IL-1p3 néo
tem efeito na inflamacdo induzida por IL-17 e 1lesdo das
articulacgdes (J. Immunol. 167:1004-1013, 2001). Num modelo
de artrite induzido por SCW, a IL- 17 induziu infiltracéo
de célula inflamatdéria e eliminacdo de proteoglicano em
murganhos silvestres e de desactivacdo de IL-1R e
desactivacdo de TNF-a. 0Os murganhos com IL-17 desactivado
sdo fenotipicamente normais na auséncia de exposicéo
antigénica, mas possuem artrite marcadamente reduzida
seguindo a imunizacdo com colagénio de tipo II (J. Immunol.

171:6173-6177, 2003).

A esclerose multipla ("MS") é uma doenca auto-
imune caracterizada pela inflamacdo do sistema nervoso
central ("CNS") com lesdo para a folha de mielina que
rodeia os axdénios. Uma marca de MS & que as células T se
infiltram no SNC. A MS afecta mais de 350 000 pessoas nos
E.U.A. e 2,5 milhdes de pessocas em todo o mundo. Existem
muitas formas e a mais comum ¢ a recaida/ressurgimento da
doenca ("RRMS) seguido por um estiddio progressivo secun-
dadrio. As terapéuticas actuais consistem em Interferdo-p
(AVONEX, BETASERON e REBIF) que reduz a recaida/taxa de
exacerbacdo por 31%-34%, mas pode produzir sintomas tipo

gripe e/ou a sintese de anticorpos neutralizantes (e.g.,
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cerca de 15% dos doentes que receberam AVONEX produzem
anticorpos neutralizantes durante 18 meses. TYSABRI,
aprovado pela FDA para RRMS foi subsequentemente retirado
do mercado devido a preocupacdes relacionadas com a
imunossupressdo do SNC. Existe ainda uma necessidade médica
ndo satisfeita no tratamento de MS. O mRNA de IL-17 ¢&
aumentado nas les®es de MS e em células mononucleares (MNC)
no sangue e no liquido cefalorraquidiano de doentes com MS.
Sdo detectados numeros de MNC do sangue que expressam mRNA
de IL-17 durante a exacerbacdo clinica de MS em comparacio
com a remissdo (Multiple Sclerosis, 5:101-104, 1999). Para
além disso, a encefalomielite auto-imunitdria experimental
("EAE"), um modelo animal pré-clinico para MS é signifi-

cativamente suprimido em murganhos desactivados para IL-17.

Por isso, uma composicdo farmacéutica compreen-
dendo um anticorpo monoclonal anti-IL-17 da invencdo pode
ser Util para o tratamento ou prevencdo de estados em que a
presenca de IL-17 provoca ou contribui para efeitos
patoldgicos indesejaveis ou a diminuicdo da actividade de
IL-17 possui um efeito terapéutico em mamiferos, preferen-
cialmente humanos, incluindo, mas ndo limitado a, inflama-
cdo das vias aéreas, asma, RA, osteocartrite, erosdo O&ssea,
abcessos e ades®es intraperitoniais, IBD, rejeicdo de
aloenxerto, psoriase, certos tipos de cancro, angiogénese,
aterosclerose e MS, assim como outros disturbios inflama-
térios, condicgdes, doencas ou estados incluindo sem limite:
resposta eritematosa, resposta a exposicdo a alergénios,

Helicobacter pylori associada a gastrite, asma brdnquica, e
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rejeicdo de aloenxerto (e.g., renal), lupus eritematoso
sistémico e lupus nefrite. A utilizacdo de um anticorpo
monoclonal anti-IL-17 da presente invencéao para o
tratamento ou prevencdo de pelo menos um dos disturbios
acima mencionados em que a actividade de IL-17 é lesiva ou
benéfica para niveis diminuidos de IL-17 Dbioactiva esté
aqgqui contemplada. Adicionalmente, a utilizacdo de um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da presente invencgdo para
utilizacdo no fabrico de um medicamento para o tratamento
de pelo menos um dos distUrbios acima mencionados estéa

contemplado.

Como aqui wutilizado, 0os termos "tratamento",
"tratando", e semelhantes, referem-se a obtencdo de um
efeito farmacoldgico e/ou fisioldgico desejado. O efeito
pode ser profildctico em termos de prevenir completamente
ou parcialmente uma doenca ou sintoma desta e/ou pode ser
terapéutica em termos de uma cura parcial ou completa para
uma doenca e/ou efeito adverso atribuivel a doenca.
"Tratamento", como aqui utilizado, inclui a administracéo
de um composto da presente invencdo para o tratamento de
uma doenca ou estado num mamifero, particularmente num
humano, e inclui: (a) prevencdo da doenca de ocorrer num
individuo gue pode estar predisposto a doenca mas ainda néo
foi diagnosticado como possuindo essa doenca; (b) inibir a
doenca, i.e., parar o seu desenvolvimento; e (c) aliviar a
doenca, i.e., provocar a regressdo da doenca ou disturbio
ou aliviar os seus sintomas ou complicacgdes. 0Os regimes de

dosagem podem ser ajustados para proporcionar a resposta
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bptima desejada (e.g., a resposta terapéutica ou profiléc-
tica). Por exemplo, pode ser administrado um unico bdlus,
podem ser administradas varias doses divididas ao longo do
tempo ou a dose pode ser proporcionalmente reduzida ou
aumentada como indicado pelas exigéncias da situacédo

terapéutica.

Composicdo farmacéutica

Um anticorpo da invencdo pode ser incorporado em
composicdes farmacéuticas adequadas para a administracédo a
um individuo (ver, e.g., Exemplo 14). Os compostos da
invencdo podem ser administrados isoladamente ou em combi-
nacdo com um veiculo, diluente, e/ou excipiente farmaceu-
ticamente aceitédvel, em doses Unicas ou mualtiplas. As
composicdes farmacéuticas para administracdo sdo concebidas
para serem apropriadas para o modo seleccionado de
administracdo, e diluente, veiculo, e/ou excipientes farma-
ceuticamente aceitéaveis, tais como agentes de disperséo,
tampdes, tensioactivos, conservantes, agentes de solubi-
lizacdo, agentes de isotonicidade, agentes estabilizadores
e semelhantes sdo utilizados como apropriado (ver, e.g.,
Exemplo 14 aqui referido). As referidas composicdes sé&o
concebidas de acordo com técnicas convencionais como em
e.g., Remington, The Science and Practice of Pharmacy, 19"
Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995
que proporciona um compéndio de técnicas de formulacdo como

sdo geralmente conhecidas dos técnicos.
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Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo monoclonal anti-IL-17 da presente invencdo pode
ser administrada a um individuo em risco de, ou apresen-
tando patologias como aqui descrito utilizando técnicas de
administracdo convencional incluindo administracdo oral,
intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, pulmonar, trans-
dérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual, ou

em supositédrio.

A composicdo farmacéutica da invencdo é preferen-
cialmente uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma
"quantidade profilacticamente eficaz" de um anticorpo da
invencdo. Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-
se a uma quantidade eficaz, a dosagens e durante periodos
de tempo necessérios, para alcancar o resultado terapéutico

desejado.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz do
anticorpo pode variar de acordo com factores tais como o©
estado da doenca, idade, sexo, e peso do individuo, e a
capacidade do anticorpo ou porcdo de anticorpo para induzir
uma resposta desejada no individuo. Uma quantidade tera-
peuticamente eficaz ¢ também uma na qual qualquer efeito
téxico ou lesivo do anticorpo, é compensado pelos efeitos
terapeuticamente Dbenéficos. Uma "quantidade profilacti-
camente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, a
dosagens e durante periodos de tempo necessarios, para
alcancar o resultado profildctico desejado. Tipicamente,

uma vez que é utilizada uma dose profildctica em individuos



PE1963368 - 85 -

antes de ou num estado precoce da doenca, a gquantidade
profilacticamente eficaz seréa inferior & quantidade

terapeuticamente eficaz.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz ou
profilacticamente eficaz é pelo menos a dose minima, mas
inferior a uma dose téxica, de um agente activo que ¢&
necessario para provocar um beneficio terapéutico a um
individuo. Dito de outro modo, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um anticorpo da invencdo é uma quantidade
que em mamiferos, preferencialmente humanos, diminui uma
biocactividade de 1IL-17, e.g., ligacdo a IL17R, em gue a
presenca de IL-17 provoca ou contribui para efeitos
patoldgicos indesejaveis ou a diminuicdo nos niveis de IL-
17 resultam num efeito terapéutico benéfico num mamifero,

preferencialmente um humano.

A via de administracdo de um anticorpo da
presente invencdo pode ser oral, parentérica, por inalacéo,
ou toépica. Preferencialmente, os anticorpos da invencéo
podem ser incorporados numa composicdo farmacéutica adequa-
da para administracdo parentérica. O termo parentérico,
como agui wutilizado, inclui administracdo intravenosa,
intramuscular, subcuténea, rectal, vaginal, ou intraperi-
toneal. A distribuicdo sistémica periférica através de
injeccdo intravenosa ou intraperitoneal ou subcutdnea é
preferida. Veiculos adequados para essas 1injeccdes s&o

simples na técnica.
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A composicdo farmacéutica deve ser tipicamente
estéril e estdvel nas condicgdes de fabrico e armazenamento
no recipiente proporcionado, incluindo e.g., um frasco
selado ou seringa. Por isso, as composicdes farmacéuticas
podem ser esterilizadas por filtracdo apds preparar a
formulacd&o, ou tornada, de outro modo microbiologicamente
aceitdvel. Uma composicdo tipica para a infusdo intravenosa
pode possuir um volume tédo elevado como 250-1000 mL de
fluido, tal como solucdo de Ringer estéril, soro fisio-
l6gico, solucdo de dextrose e solucdo de Hank e uma dose
terapeuticamente eficaz, (e.g., 1 até 100 mg/mL, ou mais)
de concentracdo de anticorpo. A Dose pode variar dependendo
do tipo e gravidade da doenca. Como ¢ bem conhecido nas
artes médicas, as dosagens para gqualquer sujeito depende de
muitos factores, incluindo o tamanho do doente, &rea de
superficie corporal, idade, o composto particular a ser
administrado, sexo, tempo e via de administracdo, saude
geral, e outros farmacos que sdo administrados presente-
mente. Uma dose tipica pode ser, por exemplo, no intervalo
de 0,001 até 1000 ng; contudo, doses abaixo ou acima deste
intervalo exemplar sédo pensados, considerando especialmente
os factores acima mencionados. O regime de dosagem
parentérica didrio pode ser cerca de 0,1 ug/kg até cerca de
100 mg/kg do peso corporal total, preferencialmente desde
cerca de 0,3 ug/kg até <cerca de 10 mg/kg e mais
preferencialmente desde cerca de 1 pg/kg até 1 mg/kg, ainda
mals preferencialmente desde cerca de 0,5 até 10 mg/kg de
peso corporal por dia. O progresso pode ser monitorizado
por avaliacdo periddica. Para administracdes repetidas ao

longo de varios dias ou mais prolongadas, dependendo do
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estado, o tratamento é repetido até ocorrer uma supressdo
desejada dos sintomas da doenca. Todavia, podem ser uteis
outros regimes de dosagem e ndo sdo aqui excluidos. A
dosagem desejada pode ser distribuida por uma administracédo
de bdélus wnico, através de multiplas administracdes de
bélus, ou por administracdo de infusdo <continua do
anticorpo, dependendo do padrdo da quebra farmacocinética

que o técnico deseja alcancar.

Estas quantidades sugeridas de anticorpo estédo
sujeitas a uma grande quantidade de descricdo terapéutica.
O factor <chave na seleccdo de uma dose apropriada e
calendarizacdo ¢é o resultado obtido. 0Os factores para
consideracdo neste contexto incluem o disturbio particular
a ser tratado, o mamifero particular a ser tratado, o
estado clinico do doente individual, a causa do disturbio,
o sitio de distribuicdo do anticorpo, o tipo particular do
anticorpo, o método de administracdo, o calendario da
administracdo, e outros factores conhecidos dos técnicos de

saude.

Os agentes terapéuticos da invencdo podem ser
congelados ou liofilizados para armazenamento e reconsti-
tuidos num transportador estéril adequado antes da
utilizacdo. A liofilizacdo e reconstituicdo podem conduzir
a graus variadveis de perda de actividade do anticorpo. AS
dosagens podem ter de ser ajustadas ©para compensar.

Geralmente, é preferido o pH entre 6 e 8.
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Artigo de Fabrico.

Noutra forma de realizacdo da invencdo, um artigo
de fabrico contendo materiais Uteis para o tratamento ou
prevencdo dos distlrbios ou estados descritos acima é
proporcionado. O artigo de fabrico compreende um recipiente
e um marcador. Recipientes adequados incluem, por exemplo,
garrafas, frascos, seringas, e tubos de ensaio. Os
recipientes podem ser formados a partir de uma variedade de
materiais, tais como wvidro ou pléstico. O recipiente
armazena uma composicdo de um anticorpo da invencdo que &
eficaz para prevenir ou tratar o distlrbio ou estado e pode
possuir uma porta de acesso estéril (por exemplo, o
recipiente pode ser um saco de solucdo intravenosa ou um
frasco possuindo uma rolha que se pode furar com uma agulha
de injeccdo hipodérmica). O agente activo na composicdo é
um anticorpo anti-IL-17 da invencdo. O marcador em, ou
associado ao, recipiente indica que a composicdo é
utilizada para tratar a condicdo de escolha. O artigo do
fabrico pode compreender além disso um segundo recipiente
compreendendo um tampdo farmaceuticamente aceitavel, tal
como uma solucdo salina tamponada com fosfato, solucdo de
Ringer e solucdo de dextrose. Pode além disso incluir
outros materiais desejaveis de um posto de vista comercial
e do utilizador, incluindo outros tampdes, diluentes, fil-
tros, agulhas, seringas, e insercdes na embalagem com ins-
trucdes para utilizacdo. 0Os seguintes exemplos sdo ofere-
cidos apenas para objectivos de ilustracdo, e ndo pretendem

limitar o édmbito da presente invencdo, de forma alguma.
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TABELA 1 NUMEROS DE SEQ ID

Fab |LCVR |CDR1 CDR2 CDR3 HCVR |H-CDR1|H-CDR2|H-CDR3
# leve leve leve

1 178 |122 150 168 56 11 29 33
2 179 122 150 169 57 11 29 34
3 180 123 150 168 56 11 29 33
4 181 (124 150 168 58 11 29 35
5 179 (122 150 169 59 11 29 36
6 182 124 150 169 60 11 29 37
7 183 |125 150 170 56 11 29 33
3 184 |124 150 171 61 11 29 38
9 185 (124 150 170 62 11 29 39
10 178 122 150 168 60 11 29 37
11 181 (124 150 168 61 11 29 38
12 186 (124 150 172 63 11 29 40
13 187 |123 150 169 64 11 29 41
14 188 123 150 173 65 11 29 42
15 189 (124 150 174 66 11 29 43
16 181 (124 150 168 62 11 29 39
17 187 123 150 169 61 11 29 38
18 181 124 150 168 67 11 29 44
19 190 (124 150 175 56 11 29 33
20 178 [122 150 168 683 12 29 33
21 178 122 150 168 69 13 29 33
22 178 122 150 168 70 14 29 33
23 178 |122 150 168 71 15 29 33
24 178 [122 150 168 72 16 29 33
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(continuacéao)
Fab |LCVR |CDR1 CDR2 CDR3 HCVR |H-CDRI1|H-CDR2|H-CDR3
# leve leve leve
25 178 122 150 168 73 17 29 33
26 178 [122 150 168 74 18 29 33
27 178 (122 150 168 75 19 29 33
28 178 (122 150 168 76 20 29 33
29 178 122 150 168 77 21 29 33
30 178 122 150 168 78 22 29 33
31 178 (122 150 168 79 23 29 33
32 178 (122 150 168 80 24 29 33
33 178 122 150 168 81 11 30 33
34 178 122 150 168 82 11 31 33
35 178 (122 150 168 83 11 32 33
36 178 [122 150 168 58 11 29 35
37 178 122 150 168 84 11 29 45
38 178 [122 150 168 85 11 29 261
39 178 |122 150 168 86 11 29 47
40 178 122 150 168 87 11 29 48
41 178 122 150 168 88 11 29 49
42 178 122 150 168 89 11 29 50
43 178 [122 150 168 90 11 29 51
44 178 122 150 168 91 11 29 52
45 178 [122 150 168 92 11 29 53
46 178 (122 150 168 93 11 29 54
47 191 (125 150 168 56 11 29 33
48 192 (126 150 168 56 11 29 33
49 193 (127 150 168 56 11 29 33
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(continuacéao)
Fab |LCVR |CDR1 CDR2 CDR3 HCVR |H-CDR1|H-CDRZ2|H-CDR3
# leve leve leve
50 194 |128 150 168 56 11 29 33
51 195 [129 150 168 56 11 29 33
52 196 |130 150 168 56 11 29 33
53 197 131 150 168 56 11 29 33
54 198 132 150 168 56 11 29 33
55 199 133 150 168 56 11 29 33
56 (200 (134 150 168 56 11 29 33
57 201 |135 150 168 56 11 29 33
58 (202 136 150 168 56 11 29 33
59 [203 |137 150 168 56 11 29 33
60 204 |138 150 168 56 11 29 33
61 |205 |139 150 168 56 11 29 33
62 |206 |140 150 168 56 11 29 33
63 199 |133 150 168 56 11 29 33
64 (207 141 150 168 56 11 29 33
65 |208 |142 150 168 56 11 29 33
66 |209 |143 150 168 56 11 29 33
67 (210 |144 150 168 56 11 29 33
68 (211 122 151 168 56 11 29 33
69 212 122 150 176 56 11 29 33
70 |213 |122 150 177 56 11 29 33
71 |214 [145 150 168 94 25 29 46
72 191 |125 150 168 95 26 29 46
73 |215 |[146 150 168 96 26 29 55
74 199 133 150 168 97 26 29 48
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(continuacéao)
Fab |LCVR |CDR1 CDR2 CDR3 HCVR |H-CDR1|H-CDRZ2|H-CDR3
# leve leve leve
75 178 |122 150 168 95 26 29 46
76 1199 [133 150 168 95 26 29 46
78 178 [122 150 168 98 26 29 47
79 [195 129 150 168 99 27 29 46
80 195 ]129 150 168 97 26 29 48
82 199 133 150 168 98 26 29 47
84 199 133 150 168 100 |26 29 52
85 191 |125 150 168 98 26 29 47
86 191 |125 150 168 95 26 29 46
87 |216 (147 150 168 95 26 29 46
88 199 |133 150 168 94 25 29 46
89 |196 |130 150 168 100 |26 29 52
91 195 ]129 150 168 97 26 29 48
92 |216 |147 150 168 97 26 29 48
93 195 ]129 150 168 101 (27 29 48
94 199 |133 150 168 95 26 29 46
95 (217 130 152 168 98 26 29 47
96 |218 |125 153 168 102 |26 32 46
97 219 |145 154 168 97 26 29 48
98 199 |133 150 168 98 26 29 47
99 199 |133 150 168 95 26 29 46
100 |220 (125 155 168 103 |26 32 33
101 {221 [133 156 168 95 26 29 46
102 (222 |148 157 168 95 26 29 46
103 |223 130 158 168 104 |26 32 46
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(continuacéao)
Fab |LCVR |CDR1 CDR2 CDR3 HCVR |H-CDRI1|H-CDR2|H-CDR3
# leve leve leve
104 |224 145 159 168 104 26 32 46
105 (225 [130 150 169 105 |26 32 47
106 |226 [133 160 168 106 |26 29 47
107 (227 |130 161 169 107 |25 32 48
108 |228 (133 162 169 108 |25 29 47
109 (229 (130 163 168 109 (27 32 46
110 (230 (131 164 169 100 |26 29 52
111 |231 146 165 168 95 26 29 46
112 |232 125 166 168 97 26 29 48
113 {199 (133 150 168 110 |27 29 47
114 (233 |[129 159 168 106 |26 29 47
115 |234 133 167 168 106 26 29 477
116 |235 149 167 168 110 277 29 47
117 (236 |125 167 168 111 |28 32 53
118 (234 |133 167 168 112 |26 30 53
119 |237 122 167 168 100 26 29 52
120 |238 122 167 169 112 28 30 46
121 (239 (147 167 169 113 |28 32 46
122 (237 |122 167 168 114 |26 30 53
123 (236 |125 167 168 115 |26 29 53
124 (240 [131 167 168 116 |11 30 53
125 (178 [122 150 168 117 |26 32 52
126 |241 131 167 168 118 26 30 52
127 |241 131 167 168 106 26 29 47
128 (242 (129 167 169 119 |27 30 47
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129 |236 |125 167 168 120 |26 30 52
130 |243 129 167 168 119 |27 30 47
131 |236 |125 167 168 117 |26 32 52
132 |236 |125 167 168 121 |27 30 52
Tabela 2 Alinhamentos de CDR de cadeia pesada
Fab# CDR1 SEQ ID CDR2 SEQ ID CDR3 SEQ ID
No. No. No.
1 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNORFKG 29 YDYATGTGAY 33
2 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYWIGIGGY 34
3 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
4 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYWTGTGAY 35
5 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGIGLY 36
6 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGGY 37
7 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
8 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGIGVY 38
9 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYHTGTGGY 39
10 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGGY 37
11  GYSFIDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGVY 38
12 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGTY 40
13 GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYFTGIGGY 41
14  GYSFIDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYFTGIGPY 42
15  GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYYTGTGGY 43
16  GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYHTGIGGY 39
17  GYSFIDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGVY 38
18  GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYSTGIGGY 44
19  GYSFTDYNMN 11 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
20  GYSFTDYNIN 12 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
21  GYSFTDYNLN 13 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
22 GYSFGDYNMN 14 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
23 GYSFRDYNMN 15 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
24 GYSFTWYNMN 16 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
25  GYSENDYNMN 17 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
26 GYSFTDYNMS 18 VINPNYGTTDYNQRFKG 29 YDYATGTGAY 33
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Fab# CDRI1

27 GYSFTDYNTN
28 GYSFPDYNMN
29 HYSFTDYNMN
30 GYHFTDYNMN
31 GYPFTDYNMN
32 GYSFTDENMN
33 GYSFTDYNMN
34 GYSFTDYNMN
35 GYSFTDYNMN
36 GYSFTDYNMN
37 GYSFTDYNMN
38 GYSFTDYNMN
39 GYSFTDYNMN
40 GYSFTDYNMN
41 GYSFTDYNMN
42 GYSFTDYNMN
43 GYSFTDYNMN
44 GYSFTDYNMN
45 GYSFTDYNMN
46 GYSFTDYNMN
47 GYSFTDYNMN
48 GYSFTDYNMN
49 GYSFTDYNMN
50 GYSFTDYNMN
51 GYSFTDYNMN
52 GYSFTDYNMN
53 GYSFTDYNMN
54 GYSFTDYNMN
55 GYSFTDYNMN
56 GYSFTDYNMN
57 GYSFTDYNMN
58 GYSFTDYNMN
59 GYSFTDYNMN

SEQ ID
No.
19
20
21
22
23
24
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11

(continuacéao)

CDR2

VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPMYGTTDYNQREKG
VINPAYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG

SEQ ID
No.
29
29
29
29
29
29
30
31
32
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29

CDR3

YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYWTGTGAY
YDYSTGTGAY
YDAFTGIGAY
YDYYTGTGAY
YDYHTGTGAY
YDYLTGIGAY
YDYATSTGAY
YDYAPGTGAY
YDYFTGIGVY
YDYYTGIGVY
YDPATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY

SEQ ID
No.
33
33
33
33
33
33
33
33
33
35
45
260l
47
48
49
50
51
52
53
54
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
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Fab# CDRI

60  GYSFTDYNMN
61  GYSFTDYNMN
62 GYSFTDYNMN
63  GYSFTDYNMN
64  GYSFTDYNMN
65  GYSFTDYNMN
66  GYSFTDYNMN
67  GYSFTDYNMN
68  GYSFTDYNMN
69  GYSFTDYNMN
70 GYSFIDYNMN
71  GYSFIDYHLG
72 GYSFIDYHIH
73 GYSFIDYHIH
74  GYSFIDYHIH
75  GYSFIDYHIH
76  GYSFIDYHIH
78  GYSFIDYHIH
79  GYSFIDYHMS
80  GYSFTDYHIH
82  GYSFTDYHIH
84  GYSFTDYHIH
85  GYSFTDYHIH
86  GYSFTDYHIH
87  GYSFTDYHIH
88  GYSFTDYHLG
89  GYSFTDYHIH
91  GYSFTDYHIH
92  GYSFTDYHIH
93  GYSFTDYHMS
94  GYSFTDYHIH
95  GYSFTDYHIH
96  GYSFTDYHIH

SEQ ID
No.
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
25
26
26
26
26
26
26
27
26
26
26
26
26
26
25
26
26
26
27
26
26
26

(continuacéao)

CDR2

VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG

SEQ ID
No.
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
29
32

CDR3

YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYATGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYHTGTGVY
YDYHTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYHTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYFTGTGVY
YDYYTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGVY
YDYHTGTGAY
YDYHTGTGAY
YDYHTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYYTGTGAY

YDYFTGIGAY

SEQ ID
No.
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
33
46
46
55
48
46
46
47
46
48
47
52
47
46
46
46
52
48
48
48
46
47
46
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97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129

CDR1

GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHLG
GYSFTDYHLG
GYSFTDYHMS
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHMS
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHMS
GYSFTDYHIS
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIS
GYSFTDYHIS
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYNMN
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHIH
GYSFTDYHMS
GYSFTDYHIH

SEQ ID
No.
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
25
25
27
26
26
26
27
26
26
27
28
26
26
28
28
26
26
11
26
26
26
27
26

(continuacéao)

CDR2

VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINPMYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPMYGTTDYNQRFKG
VINPEYGTTDYNQREFKG
VINEMYGTTDYNQREKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINPMYGTTDYNQREKG
VINPEYGTTDYNQRFKG
VINPMYGTTDYNQRFKG
VINPNYGTTDYNQRFKG
VINEMYGTTDYNQREKG

VINPMYGTTDYNQRFKG

SEQ ID
No.
29
29
29
32
29
29
32
32
32
29
32
29
32
29
29
29
29
29
29
29
32
30
29
30
32
30
29
30
32
30
29
30
30

CDR3
YDYHTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYATGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYUHTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGVY
YDYFTGTGAY
YDYHTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYYTGTGAY
YDYYTGTGVY
YDYYTGTGY
YDYYTGTGVY
YDYFTGTGVY
YDYFTGTGAY
YDYFTGTGAY
YDYYTGTGVY
YDYYTGTGVY
YDYYTGTGVY
YDYFTGTGVY
YDYFTGTGVY
YDYYTGTGAY
YDYYTGTGAY

YDYFTGIGVY

SEQ ID
No.
48
47
46
33
46
46
46
46
47
47
48
47
46
52
46
48
47
47
47
47
53
53
52
46
46
53
53
53
52
52
47
47
52
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130
131
132

(continuacéao)

SEQ ID
CDR1 No. CDR2
GYSFTDYHMS 27 VINPMYGTTDYNQRFKG
GYSFTDYHIH 26 VINPEYGTTDYNQREFKG
GYSFTDYHMS 27 VINEMYGTTDYNQREKG

SEQ ID NO: 244

X, YX3F XX XX XX 10

Xy
X3
Xs
Xe
X7
Xs

Xo

é
é

é

é

é

Hou G

S,H ou P
G,R, T,N ou P
DouWw

Y ou F

N ou H

M,T,L ou I

X0 € N,G,H ou S

Consenso:

SEQ ID NO: 245
VINPXsYGTTDYNQREKG

Xs € N, A, Mou E

SEQ ID
No.  CDR3

30 YDYYTGIGAY
32 YDYFTGIGVY
30 YDYFTGIGVY

SEQ ID NO: 246

YDX3X x5 X5 TGXoY

X3
Xy
X5
Xs

Xo

é

é

Y, AoubPb

SEQ ID
No.
47
52
52

YI FI H/ S, W, L Ou A

T ou P

G ou S

A,G,L,V, PouT

Tabela 3 Alinhamentos de CDR de Cadeia leve Table 3 Light

!
g

O 0 S o g w N

CDR1

RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSHGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSYGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH

RSSQSLVHSNGNTYLH

SEQ ID NO: CDR2
122 KVSNRE'S
122 KVSNRE'S
123 KVSNRE'S
124 KVSNRE'S
122 KVSNRE'S
124 KVSNRE'S
125 KVSNRE'S
124 KVSNRE'S

124 KVSNRE'S

SEQ ID NO: CDR3
150  SQSTHLPFT
150  SQSTHYPFT
150  SQSTHLEFT
150  SQSTHLEFT
150  SQSTHYPFT
150  SQSTHYPFT
150  SQSTHIPFT
150  SQSLHVPET
150  SQSTHIPFT

SEQ ID NO:
168
169
168
168
169
169
170
171
170
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

CDR1

RSSQSTLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSHGNTYLH
RSSQSLVHSHGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSHGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQSLVHSNGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQSTLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQSTLVHSRGNTYLH
RSSQSTLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSTLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSTLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH

(continuacéao)

SEQ ID NO: CDR2

SEQ ID NO: CDR3

122
124
124
123
123
124
124
123
124
124
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122

KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S

150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150

SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHEPFT
SQSTHYPFT
NOSTHVEFT
SQTTHVEFT
SQSTHLPFT
SQSTHYPFT
SQSTHLEFT
SQSMHVPET
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT

SEQ ID NO:
168
168
172
169
173
174
168
169
168
175
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
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44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
6l
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
78
79
80

CDR1

RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSQSVVHSRGNTYLH
VSSQSLVHSRGNTYLH
RSSASLVHSRGNTYLH
RSSQSLKHSRGNTYLH
RSSQSLRHSRGNTYLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSHOSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHNRGNTYLH
RSSQSLVHSRGRTYLH
RSSQSLVH RRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYTH
RSSQSLVHSRGNTYSH
RSSQSLVHSRGNTYHH
RSSQSLVHARGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYFH
RSSQSLVHSRGNTWLH
RSSQSLVHSRGNVYLH
RSSOSLVHSRGKTYLR
RSSQSLVHLRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSOSLVHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTFLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSQSLRHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTYLH
RSSQSLKHSRGNTYLH
RSSQSLKHSRGNTYLH

100 -

(continuacéao)

SEQ ID NO: CDR2

122
122
122
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
133
141
142
143
144
122
122
122
145
125
146
133
122
133
122
129
129

KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S

SEQ ID NO: CDR3

150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
167
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150

SQSTHLPET
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPET
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPEFT
SQTTHLPET
SQSTSLEFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPET
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPET
SQSTHLPEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPEFT
SQSTHLPET

SEQ ID NO:
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
176
177
168
168
168
168
168
168
168
168
168
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82
84
85
86
87
88
89
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119

CDR1

RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSQSLKHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQOSLRKSRGNTYLH
RSSQSLRHSRGNTYLH
RSSQSLKHSRGNTFLH
RSSQSLKHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTELH
RSSQSLRHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSQSLVHSRGNTELH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTFLH
RSSRSLVHSRGNTEFLH
RSSQSL RHSRGNTYLH

RSS KSLVHSRGNT FLH

RSSQSL RHSRGNTYLH
RSSQSLVHSRGNTELH
RSSOSIR HSRGNTYLH
RSSOSLVHSRGNT FLH
RSSQOSILRHSRGNTYLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSSOSTLRHSRGNT FLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNT FLH
RSSQOSIKHSRGNTYLH
RSSOSLVHSRGNT FLH
RSSQSLKfiSHGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNT FLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH

- 101

(continuacéao)

SEQ ID NO: CDR2

SEQ ID NO: CDR3

133
133
125
125
147
133
130
129
147
129
133
130
125
145
133
133
125
133
148
130
145
130
133
130
133
130
131
146
125
133
129
133
149
125
133
122

KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRFH
KVANRF'S
KVSVRES
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRF'S
KVDNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRF'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRET
KVSNRF'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRF'S
KVSNRF'T
KVSNRET
KVSNRFI

KVSNRE'T

150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
150
152
153
154
150
150
155
156
157
158
159
150
160
161
162
163
164
165
166
150
159
167
167
167
167
167

SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SOSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLEFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTH_YPFT
SQSTHLPFT
SQSTH YPFT
SQSTH YPFT
SQSTHLPFT
SQSTH_YPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT
SQSTHLPFT

SEQ ID NO:
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
169
168
169
169
168
169
168
168
168
168
168
168
168
168
168
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120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132

CDR1
RSSQSTLVHSRGNTYLH

RSSQSLKfiSRGNT FLH

RSSQOSTLVHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSSQOSLVHSRGNTYLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSSRSLVHSRGNTYLH
RSSQOSTRHSRGNTYLH
RSSKSLVHSRGNTYLH

RSSQOSTLKHSRGNTYLH

RSSR SLVHSRGNTYLH

RSSKSLVHSRGNTYLH

SEQ ID NO: 247

X SXX g SXeXHXoX 0GX10X13%14% sH

X é

X3 &

[ON

Xy

X &

Xy &

Xis5 é

RouV
S ou H

Q, K, Rouad

>V oul

R, Vou K

S, N, R, AouL

é¢ H,R,NouyY
éN, KouR
&€ TouV

eF, YouWw

L, T, S, Hou F

(continuacéao)

122
147
122
125
131
122
131
131
129
125
129
125
125

SEQ ID NO: CDR2

102 -

KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRE'S
KVSNRE'S
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI
KVSNRFI

Consenso:

SEQ ID NO: 248

XIVXXRKeX

Xl3 é¢Koul

X é

X &

[ON

Xs

X

X7

[ON

[ON

S
N
R
F

S

14

14

4

14

14

A D, T, RR HouP

VouT

I ouN

I ou N ou

167
167
167
167
167
150
167
167
167
167
167
167
167

H I, TouV

SEQ ID NO: CDR3

SEQ ID NO:
SQSTHYPFT 169
SQSTHYPFT 169
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHYPFT 169
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168
SQSTHLPFT 168

SEQ ID NO: 249

X QXXX XePET

X
X3
X4

X5

é

é

[ON

S ouN
SouT
T, LouM
Hou S

L, I, Vv, EouY
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EXEMPLOS

Exemplo 1 ELISA I: Ligacdo do Anticorpo a IL-17

de Varias Espécies

Um ensaio de ELISA exemplar para medir a ligacédo
dos anticorpos a IL-17 utiliza placas de microtitulacéo
seladas Costar 3366 que sdo revestidas durante a noite a
4 °C com 50 pL de 1,0 ug/mL de IL-17 humana por poco (R&D
Systems, #317-IL/CF) em tampdo de revestimento de carbonato
(carbonato de sédio a 50 mM, pH 9,0). Alternativamente, sé&o
utilizadas IL-17 de murganho, rato, coelho ou de macaco
cinomélogo. E utilizada IL-22 humana (R&D Systems) como um
antigénio de controlo. A IL-17 de coelho e de macaco
cinombélogo né&do estdo disponiveis comercialmente e por isso
requer clonagem e expressdo, ou sintese artificial, de
acordo com métodos conhecidos na técnica utilizando as
sequéncias de aminoédcidos para IL-17 das véarias espécies
fornecidas na Figura 2 (Seq ID NOs: 9 e 10). Sequéncias de
nuclebdétidos exemplares que codificam IL-17 das véarias

espécies sdo apresentadas nas SEQ ID NOs: 250-254.

A placa ¢ Dbloqueada subsequentemente através da
adicdo de 100 puL de tampdo de bloqueamento (Pierce #37515).
A placa ¢ incubada durante 1 hora a 37 °C depois lavada
trés vezes em tampdo de lavagem (PBS pH 7,4 e 0,05% Tween).
Depois, ¢ adicionado 50 uL de anticorpo da amostra ou
anticorpo de controlo (diluida para varias concentracdes em

PBS a pd 7,4, e.g., 2, 0,4, 0,08, 0,016, 0,0032 e 0 pg/mL)
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a cada poco e a placa é além disso incubada durante 1 hora
a 37 °C. A placa ¢ entdo lavada trés vezes com tampdo de
lavagem antes de adicionar 50 puL por poco de fosfatase
kapa-alcalina anti-humana conjugada diluida para 1:1000 em
PBS pH 7,4. As amostras de teste sdo incubadas durante 1
hora a 37 °C. Depois ¢é preparado de fresco p-nitrofenil
fosfato em sal de dissddio (PNPP, Pierce  #37620)
dissolvendo em tampdo de substrato de dietanolamina de
acordo com as instrugdes do fabricante e é adicionado 50 pL
a cada poco. O desenvolvimento de cor é deixado prosseguir
durante cerca de 10 minutos a temperatura ambiente depois o
sinal da cor ¢é medido a wuma absorvéncia de 405 nm
utilizando qualquer leitor de placas de ELISA apropriada. O

grau de ligacdo ¢€ proporcional a producdo do sinal de cor.

Os anticorpos da invencdo ligam-se a IL-17 humana
num ensaio de ELISA como aqui descrito, mas ndo se liga a
IL-17 de rato ou murganho. E antecipado, dados o0s
resultados do Biacore de Exemplo 4 demonstrando gque oS
anticorpos da invencédo se ligam a IL-17 humana e de macaco,
que os anticorpos da invencdo também demonstrariam ligacéo

a IL-17 de macaco num ensaio de ELISA como aqui descrito.

Exemplo 2 ELISA 1II: Ligacdo do Anticorpo a

proteinas da familia de IL-17

E utilizada uma ELISA para medir se os anticorpos
da invencdo se ligam selectivamente e/ou preferencialmente

a membros particulares da IL-17 humana (e.g., IL-17A, IL-
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178, IL-17C, 1IL-17D, IL-17E ou IL-17F) ou IL-22 humana

(controlo negativo).

Num ensaio exemplar, os pocos da placa de ELISA
(Nunc Immuno Maxisorp) sdo revestidos com 100 uL (0,5 pg/mL
em tampdo de revestimento a 1X (BioFx)) de proteinas dos
membros da familia da IL-17 (R&D Systems) seladas e
incubadas durante a noite a 4 °C. A solucdo no poco é
removida sacudindo e ¢é adicionado agente de Dbloqueamento
(200 pL 1,5% BSA em PBS). As placas s&o incubadas num
agitador de <rotagdo durante 30 minutos & temperatura
ambiente. Depois, é adicionado 100 uL de um anticorpo a ser
testado por poco a concentracdes variaveis (e.g., 2, 0,4,
0,08, 0,016, 0,0032 e 0 ug/mL). As placas sdo novamente
incubadas durante a noite (4 °C) seguido por aquecimento
num agitador de rotacdo (60 min a temperatura ambiente).
Cada placa-poco é entdo lavada cinco vezes com tampdo (1X
tampdo Ish, BioFX). Apds a lavagem, ¢é adicionado um
anticorpo secundario conjugado com HRP apropriado
disponivel comercialmente (1:2000 em PBS com 1,5% de BSA)
(100 pL/poco). As placas sdo re-incubadas num agitador de
rotacdo (60 min. temp. ambiente) seguido por lavagem com
tampdo (5X) como descrito acima. O sinal colorimétrico é
desenvolvido adicionando TMB (100 uL/poco) até a saturacédo
(aprox 3-5 min.) depois ¢é terminado o desenvolvimento
posterior adicionando solucdo de terminacdo (100 uL/poco,
BioFX). O sinal de cor é medido a 450 nm de absorvéncia
utilizando qualquer leitor de placas de ELISA apropriadas.

O grau de ligacdo ¢é proporcional a producdo do sinal de
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cor. 0Os anticorpos da invencdo (e.g., Fabs 103, 104, 118,
121, 126 e 131 como descrito na Tabela 1) 1ligam-se
especificamente a IL-17 humana (i.e., IL-17A), mas, em
condicdes semelhantes, ndo se liga a niveis superiores aos
de fundo a IL-17B humana, IL-17C humana, IL-17D humana, IL-

17E humana, IL-17F humana, IL-17 de murino ou IL-22 humana.

Exemplo 3 Isolamento e activacdo de células para

clonar IL-17

A. Esplendécitos de Rato

Utilizando férceps e tesouras estéreis, remover o
baco de um rato sacrificado por inalacdo de CO; e colocar o
baco num tubo contendo 5 mL de meio RPMI 1640 media + 10%
de soro de bovino fetal e penicilina/estreptomicina
(solucdo do meio). Verter os contetdos do tubo para uma
placa de Petri de 10 cm e remover a gordura do baco.
Homogeneizar o bacgo suavemente utilizando um par de lé&minas
de microscépio pré-autoclavadas totalmente foscas. Remover
as células das laminas por lavagem utilizando a solucdo do
meio, pipetar algumas vezes e filtra as células através de
uma peneira celular (Fisher Scientific). Lavar as células
uma vez com solucdo do meio, contar as células e
ressuspendé-las para uma concentracdo final de 2 x 10’
células/mL em 80 mL. Adicionar solucdo celular a um frasco
T150, adicionar Concanavalina A para uma concentracdo final

de 3 ug/mL e incubar a 37 ‘C durante cerca de 15 horas.
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Recolher as células, lavar com PBS, congelar o sedimento
celular em gelo seco e prosseguir imediatamente para

processos de isolamento de RNA convencionais.

B. Células mononucleares de sangue periférico de

macaco cinomdélogo e coelho (PBMC)

Aplicar cerca de 7 mL de sangue total de macaco
cinombdélogo ou 10 mL de sangue total de coelho branco New
Zealand num BD Vacutainer™ CPT™ System para separacdo de
células mononucleares de sangue total. Centrifugar o tubo
da preparacdo de células CPT durante 20 min a 1500 x de
gravidade num zrotor de Dbalde de Dbaloi¢o horizontal.
Recolher 1linfécitos e mondcitos na interface, lavar duas
vezes com solucdo do meio, contar e ressuspender em solucgédo
do meio a uma concentracdo final de 10° células/mL.
Adicionar Concanavalina A para uma concentracdo final de
3 pyg/mL e incubar a 37 °C durante cerca de 15 horas.
Recolher as células, lavar com PBS, congelar o sedimento
celular em gelo seco e prosseguir imediatamente para

processos de isolamento de RNA convencionais.

Exemplo 4 Medir as Constantes Cinéticas de Li-

gacao

E utilizado um instrumento de BIACORE® 2000 para
medir a cinética e a afinidade da ligacdo antigénio-

anticorpo. O instrumento utiliza as propriedades oépticas de
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ressonédncia de plasmdo de superficie para detectar a
alteracdo na concentracdo de proteinas de moléculas de
interaccdo numa matriz de biosensor de dextrano. Excepto se
for referido em contréario, todos os reagentes e materiais
sdo adquiridos a BIACORE® AB. Todas as medic®es sao
realizadas a 25 °C. As amostras sdo ressuspensas em tampdo
HBS-EP para uma concentracdo final de 2 ug/mL (150 mM de
cloreto de sédio, 3 mM de EDTA, 0,005% (p/v) de
tensioactivo P-20, e 10 mM de HEPES, pH 7,4). A proteina A
¢ imobilizada nas células de fluxo 1 até 4 de um chip
sensor CM4 a um nivel de 500 wunidades de resposta

utilizando um estojo ("kit") de acoplamento de amina.

A ligacdo é avaliada utilizando multiplos ciclos
analiticos. Cada ciclo é realizado a uma taxa de fluxo de
50 uL/minuto e consiste nos seguintes passos: injeccgdo de
cerca de 20 uL de uma composicdo de anticorpo a 2 ug/mL
tendo como objectivo uma captura de 100-200 unidades de
resposta, 1injecg¢do de 250 uL de IL-17 humana, IL-17 de
macaco cinamélogo, IL-17 de coelho branco New Zealand, IL-
17 de rato ou IL-17 de murganho (comecando a 10 nM e
utilizando diluicgdes seriadas de duas vezes para cada
ciclo) seguido por 20 minutos para dissociacéo, e
regeneracdo utilizando 30 uL de cloridrato de glicina a
10 mM, pH 1,5. As taxas de associacdo e dissociacdo para
cada ciclo s&o avaliadas utilizando um modelo de ligacdo de

"l1:1 com transferéncia de massa"™ no software BIAevaluation.
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Os mAbs de comprimento total 103, 104, 118, 121,
126 e 131 (ver Tabela 1) possuindo uma regido de FC de IgG,
apresenta uma elevada afinidade de ligacdo a IL-17 humana e
a IL-17 de macaco com uma Kp inferior a 5 pM, uma K, mais

! e uma K., de pelo menos 5 x 10° M

lenta do que 2 x 107 s
s'. A Ky, e a ko sdo melhoradas (i.e., Ky inferior, kosr
mais lenta) nestes mAbs variantes em relacdo ao mAb Fab
2321 (parental Fab de e.g., Fab 103 e 104) compreendendo
uma regido variadvel de murino [Seg ID Nos: 261 (VH de
2321), 262 (VL de 2321)], uma regido constante de cadeia
pesada de IgGs humana (SEQ ID NO: 260) e uma regido
constante de cadeia leve kapa (SEQ ID NO: 272). Os
anticorpos da invencdo apresentam uma ligacdo ndo superior
aos niveis de fundo a IL-17 de murganho ou IL-17 de rato;
ndo sendo detectada ligacdo até 200 nM de IL-17 de murganho
e ndo sendo detectada ligacdo até 1 uM de IL-17 de rato.
Quando sdo testados os mAbs de comprimento total 103, 104,
121 e 126, nas mesmas condicdes descritas acima, para
ligacdo a IL-17 de macaco cinombélogo e IL-17 de coelho; a
ligacdo a IL-17 de coelho ¢é fraca e bifédsica engquanto a
ligacdo a 1IL-17 de macaco ¢é semelhante a ligacdo a de
humano. Os valores especificos para certos mabs (os valores
sdo apresentados como média * erro padrdo da média) da
invencdo quando testados neste ensaio estdo listados na
Tabela 4 abaixo. Estd contemplado que as regides Fc

diferentes das de IgG, ndo afectam significativamente Kp e

koff .



PE1963368 110 -
Tabela 4
I1-17 HUMANA K (M7 s7h) Koee (S7) Kp (pM)
mAR 103 11 (+ 2) x 10° 1,5 (£ 0,7) x 107 1,4 (£ 0,7)
mAB 104 7,7 (£ 0,6) x 10° 1,1 (£ 0,5) x 107 1,7 (£ 0,9)
mAB 118 5 x 10° 2 x 107 3,9
mAB 121 10 (£ 0,9) x 10° 1,5 (£ 0,3) x 107 1,6 (£ 0,4)
mAB 126 7,5 (£ 0,4) x 10° 1,3 (£ 0,2) x 107 1,8 (£ 0,3)
mAB 131 5,4 x 10° 1,6 x 107 2,9
mAB 2321 parental |2,7 x 10° 6 x 107 7
IL-17 CYNO Ky (M s™) Kee (S7) K (ph)
mAB 103 8,8 x 10° 1,1 x 107° 1,3
mABR 104 9,4 x 10° 0,5 x 107° 0,5
mABR 121 7,8 (+ 0,3) x 10° 0,7 (£ 0,2) x 107 1,1 (£ 0,04)
mAB 126 7,9 (+0,3) x 10° 0,7 (£ 0,6) x 107 0,8 (+0,8)
I1~17 de COELHO® |K, (M s7) Koee (S7) Kp (pM)
mAR 103 1,8 x 10° 3,6 x 10™ 2
10,6 x 10° 19,2 x 107 18,1
mAB 104 1,0 (+ 0,1) x 10° 1,8 (£ 1,0) x 10™ 1,9 (£ 1,3)
4,0 (£ 2) x 10° 7,0 (£ 2) x 107 20 (£ 6)
mAB 121 8 (£ 6) x 10° 4 (£ 3) x 10™ 0,51 (+ 0,13)
17 (+ 11) x 10° 2,1 (£ 0,22) x 107 1,5 (£ 1,0)
mAB 126 1,5 (+ 0,6) x 10° 1,7 (£ 0,5) x 107 1,3 (£ 0,6)
9 (£ 3) x 10° 11 (* 2) x 107 14 (+ 4,0)

® A ligacdo é bifdsica e os resultados sdo ajustados com modelo de ligacdo ao

ligando heterogéneo resultando duas afinidades.

Exemplo 5

Estudos

de Competicéo

Receptor IL- 17/Anticorpo anti-IL-17

Este

invencdo competem para a ligacdo a IL-17 com o receptor de

IL-17.

exemplo

demonstra

que o0s

da Ligacéo

anticorpos
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Os estudos de ligacdo de BIACORE sé&do realizados
utilizando a proteina de fusdo receptor de IL-17 Fc (R&D
#177-IR). Para demonstrar que a proteina de fusdo IL-17
receptor Fc liga-se a IL-17 humana, ¢ realizado um ensaio
BIACORE em tampdo de ligacdo de BIACORE (HBS-EP) + 1 mg/mL
de BSA a 25 °C num instrumento BIACORE 2000. E utilizado um
chip CM4 com aproximadamente 600 unidades de resposta de
Proteina A imobilizada nas células de fluxo 1, 2 e 3 do
chip. Aproximadamente 100 unidades de resposta da proteina
de fusdo IL-17 receptor Fc sdo capturadas em células de
fluxo 2 do chip. A IL-17 humana é entdo exposta as células
de fluxo 1 e 2 em concentracdes gque variam desde 600 nM até
9,4 nM. Apdbds cada 250 ulL de injeccdo da IL-17 humana, o
complexo é deixado a dissociar durante cerca de 12 minutos
fazendo passar tampdo pelo chip. No final da dissociacédo, é
utilizada uma injeccdo de 20 uL de glicina a 100 mM a pH
1,5 para regenerar o chip antes que o ciclo seguinte da
ligacdo comece. A célula de fluxo 1 é utilizada como uma
célula de fluxo de referéncia. Os resultados s&o ajustados
utilizando o modelo "Analito bivalente" no software
BIAevaluation Versdo 3.2. Os resultados indicam que esta
interaccdo possui uma taxa de iniciacdo de 1,06 x 10° Mt g”

', uma taxa de eliminacdo de 20,3 st e uma taxa de

eliminacdo lenta de 1,63 x 10* s'. Por isso, esta
interaccédo possui uma Kp ou afinidade de ligacdo de 1,5 nM

e 0,19 mM que é muito mais fraca do que as afinidades de

ligacdo dos anticorpos da invencgdo a IL-17 humana.



PE1963368 - 112 -

A ligacdo para a experiéncia de competicdo é
também medida em HBS-EP + 1 mg/mL de BSA a 25 °C num
instrumento BIACORE 2000 com um chip CM4. S&o imobilizadas
aproximadamente 1000 unidades de resposta de um anticorpo
da invencdo nas células de fluxo 2, 3 e 4 do chip; a célula
de fluxo 1 é deixada em branco. Utilizando uma taxa de
fluxo de 50 uL/mL, s&do injectados 25 upuL de 500 nM de IL-17
humana ao longo de todas as quatro células de fluxo,
formando o complexo anticorpo:antigénio na superficie do
chip. Apds a 1injeccdo estar completa e o complexo ser
formado, 250 uL de 500 nM de proteina de fusdo IL-17 humana
receptor Fc é injectado ao longo de todas as gquatro células
de fluxo. No final desta injeccdo é utilizada uma injeccéo
de 25 puL de glicina a 100 mM pH 1,5 para regenerar o chip.
A mesma experiéncia de ligacdo € entdo repetida utilizando
uma injeccdo de 250 uL de tampdo em vez da proteina de

fusdo IL-17 receptor Fc.

Os perfis de ligacdo para a injeccdo do receptor
em relacdo ao complexo anticorpo: antigénio e para a
injeccdo de controlo de tampdo em relacdo ao complexo
anticorpo:antigénio s&do idénticos. Isto indica gque néo
existem sitios de ligacdo disponiveis para a IL-17 dimérica
se ligar ao seu receptor assim que estiver ligado a um
anticorpo da invencdo. Este resultado também indica que o
receptor ndo ¢é capaz de "puxar" a IL-17 para longe de
qualguer um dos anticorpos assim que o complexo se forme.
Estes anticorpos podem inibir a IL-17 humana de se ligar ao
seu receptor, neutralizando desse modo a actividade

bioldgica da IL-17 humana.
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Exemplo 6A Ensaio de Repdérter de IL-8 in vitro

Para testar a capacidade de um anticorpo da
invencdo neutralizar ou antagonizar uma biocactividade de
IL-17, pode utilizar-se o ensaio de repdrter de IL-8 aqui
descrito. Esta abordagem pode também ser utilizada para
determinar a poténcia de Fabs ou mAbs da invencdo num
ensaio baseado em células. A linha celular de Hs27 humana
(ATCC #CRL-1634) secreta IL-8 em resposta a IL-17. A
secrecdo de IL-8 induzida por IL-17 é inibida através da
neutralizacdo de anticorpos anti-IL-17 (ver, e.g., J. Imm.
155:5483-5486, 1995 ou Cytokine 9:794-800, 1997) .
Consequentemente, a secrecdo de IL-8 induzida por IL-17
deve prosseguir sem constrangimento se for adicionado
suficiente IL-17 as células HS27 na auséncia do anticorpo

neutralizante anti-IL-17.

As células HS27 s&do mantidas em meio de ensaio:
meio de glucose elevada DMEM sem vermelho de fenol
(Invitrogen #31053-028) com 10% de soro de bovino fetal,
4 mM de L-glutamina, 1 mM de piruvato de sdédio, penicilina
G (100 U/500 mL) e estreptomicina (100 ug/500 mL). As
células sdo cultivadas em frascos T150 até estarem cerca de
80-90% confluentes no dia do ensaio. A IL-17 humana (R&D
Systems, #317-IL-050) €& reconstituida em PBS estéril sem
ca’ e Mg2+ armazenado congelado, descongelado de fresco
para utilizacdo e diluido para 200 ng/mL em meio de ensaio.

E adicionada uma fraccdo de 50 pL da IL-17 diluida, a cada
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poco de uma placa de cultura de tecidos de fundo liso de 96
pocos (Falcon #35-3072) com as paredes externas deixadas
vazias. 0Os pocos em duplicado sdo wutilizados para um
controlo apenas do meio (100 uL/poco) e controlo apenas de
IL-17 (100 uL/poco). O teste ¢ realizado em duplicado ou
triplicado. As proteinas de mAb de comprimento total
estéreis sdo diluidas para uma concentracdo méxima de
24 ng/mL em meio de ensaio. Sdo0 realizadas diluicgbes em
série (tipicamente 1:5) numa placa de ensaio separada e sé&o
adicionados 50 upL das amostras de Fab nas varias diluicdes
as paredes que contém IL-17 depois incubadas a 37 °C
durante 1 hora. O meio de ensaio isoladamente ¢é utilizado

como um controlo negativo.

As células HS27 (tipicamente cerca de 20 000
células em 100 puL de meio de ensaio) sdo adicionadas a cada
poco da placa contendo Fab + IL- 17 (ou controlos) e
incubadas durante cerca de 48 horas a 37 °C. Os
sobrenadantes do meio sdo entdo recolhidos apds a
centrifugacdo das placas de 96 pocg¢os durante 5 minutos a
500 vezes de gravidade e diluidos 1:15 ou 1:10 em meio de
ensaio. O nivel de neutralizacdo de IL-17 & medido através
da determinacdo das quantidades de IL-8 no sobrenadante
utilizando um estojo ("kit") de ELISA comercial de acordo
com as instrugdes do fabricante, excepto que o meio de
ensaio é substituido por diluente convencional e o volume
do substrato ¢ de 100 uL/pocgos (R&D Systems, ELISA D-8000C
ou R&D DuoSet ELISA #DY208hIL-8). As medigdes da ELISA (450

nm) sdo realizadas num leitor de microplacas. As curvas de
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calibracdo s&o obtidas utilizando um ajuste logistico de 4
pardmetros com valores de IL-8 (pg/ml) determinados a
partir das curvas de calibracdo wutilizando técnicas
estatisticas convencionais. Os valores de ICsy sd@o obtidos

utilizando técnicas estatisticas convencionais.

Os mAbs de comprimento total 103, 104, 121 e 126
da invencdo (com a regido Fc de IgGy), quando testados no
ensaio descrito (2-4 replicacdes), possuem uma ICsy média
(baseada num peso molecular estimado de 150 kD para cada
mAb) entre 450 e 500 pM com a vantagem de todos os valores

medidos entre 365 e 618 pM.

Exemplo 6B Ensaio In vitro de repdrter de GROu

Para testar a capacidade de um anticorpo da
invencdo neutralizar ou antagonizar uma biocactividade de
IL-17, pode utilizar-se o seguinte ensaio a base de célula.
A IL-17 pode estimular células epiteliais e outras células
para segregar GROa. A capacidade de um anticorpo da
invencdo para neutralizar a secrecdo de GROa induzida por
IL-17 a partir da linha de células epiteliais de adenocar-

cinoma colorrectal humanas HT-29 é testada neste ensaio.

Para testar se a IL-17 humana induzia forma
dependente da dose a secrecdo de GROx pelas células HT-29,
IL-17 recombinante (R&D Systems #317-IL-050/CF; reconsti-
tuida em PBS de Dulbecco estéril sem Ca’’ e Mg?" (D-PBS)) ¢&

diluida (para 4.,5 pg/mL; 3X a mailor concentracdo de teste)
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Q.

em meio de ensaio/cultura (McCoy's 5A (Invitrogen); 10% de
FBS (Invitrogen) ; penicilina G (100 U/500 mL); e
estreptomicina (100 ng/500 mL. A IL-17 ¢é, além disso,
diluida de forma seriada (1:5) em meio de ensaio. As varias
concentracdes de IL-17 (0,096 ng/mL - 1 500 ng/mL; 3,0 pM -
46 875 pM) s&o dispensados (50 ulL cada) em pocos internos
de uma placa de 96 pocgos de cultura de tecidos tratada. O
meio de ensaio (50 uL) ¢é dispensado em 3 pogcos para um
tratamento "sé com meio". O teste é efectuado em triplicado
(3 pocos por tratamento). A placa contendo IL-17 em meio de
ensaio é incubada durante aprox. 60-90 minutos a 37 °C, 5%

de CO;, antes da adicdo de células HT-29.

Para avaliacdo de um anticorpo da invencédo, e.g.,
o mAb 126 com uma regido Fc de IgGs, uma concentracdo de
IL-17 gue produziu aproximadamente 70% de secrecdo maxima
de GROa a partir das células HT-29 é utilizada (60 ng/mL).
A IL-17 humana recombinante (R&D Systems) é diluida (para
240 ng/mL; 4X a concentracdo de trabalho) em meio de
ensaio/cultura. A IL-17 diluida ¢ dispensada (50 upL) em 60
pocos internos separados de placas de cultura de tecidos de
96 pocos tratadas (Becton Dickinson Falcon #35-3072). O
meio de ensaio (50 uL) ¢é dispensado em 3 pogos para um

tratamento "sé com meio".

Um intervalo de dose de um anticorpo da invencéao
a ser testado é tipicamente de 2,56 -40 000 pM. Numa placa
de diluicdo separada, o anticorpo da invencdo e o anticorpo
de controlo (estéril, em 1X PBS, pH 7,4) sdo diluidos para

160 000 pM em meio de ensaio. O anticorpo da invencdo e
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anticorpo de controlo sdo, além disso, diluidos de forma
seriada (1:5) em meio de ensaio. Cada concentracdo de teste
do anticorpo da invencdo a ser testado é depois adicionado
(50 uL) a pocos contendo IL-17. O teste ¢é tipicamente
efectuado em triplicado. O meio de ensaio isolado (50 uL) é
utilizado para os controlos "sé de meio" e "s6 de IL-17".
As placas contendo misturas de IL-17 e anticorpo da
invencdo sdo incubadas durante 60-90 minutos a 37 °C, 5% de

C0O,, antes da adicdo de células HT-29.

As células HT-29 (células epiteliais de adenocar-
cinoma colorrectal humano, ATCC #HTB-38), sdo mantidas em
meio de cultura/ensaio em frascos de cultura de tecidos
tratados utilizando técnicas convencionais. As células HT-
29 sdo cultivadas em frascos de cultura de tecidos até se
obter 50-80% de confluéncia no dia do ensaio. No dia do
ensaio, as células sdo lavadas com HBSS (Cambrex #CC-5024)
e raspadas dos frascos de cultura com tripsina + EDTA. A
tripsina ¢é inactivada com meio de ensaio completo. As
células HT-29 sdo entdo centrifugadas a 500Xg durante
5 min. a TA. O sedimento de células é depois ressuspendidas
em meio de ensaio e 20 000 células HT-29 (em 100 uL) sé&o
adicionadas a cada poc¢o de tratamento das placas de 96
pocos. Um igual volume de D-PBS é adicionada a cada um dos
pocos fronteira ndo utilizados (sem célula) para reduzir
efeitos de margem resultantes da evaporacdo. As placas de
96 pocos foram colocadas numa incubadora de cultura de
tecidos (37 °c, 5% de COy) durante aproximadamente

48 horas.
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No final do ensaio, as placas s&o centrifugadas
(500Xg durante 5 min. A TA), e o meio de cultura de células
¢ transferido para placas de 96 pocos de polipropileno. Os
niveis de GROa s&do medidos com uma ELISA sanduiche para
GROa (R+D Systems DuoSet #DY275), conforme as instrugdes do
fabricante, excepto para: utilizacdo de meio de ensaio como
o diluente convencional, utilizando tampdo de lavagem de
ELISA 1X de BioFX Labs, utilizando uma amostra e volume
padrédo de 50 ulL por poco, utilizando um substrato de BioFX
Labs (substrato de HRP, #TMBW-1000-01), e utilizando uma
solucdo de paragem de BioFX Labs (#LSTP-1000-01) (100 uL
por pocgo). No final das reaccdes ELISA, as placas sé&o lidas
a 450 nm num leitor de microplacas. As curvas de calibracéo
para GROa sdo obtidas efectuando um ajuste logistico de 4-
pardmetros. Os valores de GROa (concentracdo em pg/mL) para
as amostras sdo obtidos a partir das curvas de calibracédo.
A linha de células epiteliais de adenocarcinoma colorrectal
humano HT-29 segregou GROa guando estimuladas com IL-17,
numa forma dependente da dose (Tabela 5). A 1IgG4 de
controlo humana ndo causa um decréscimo na secrecdo de GROx
induzida por IL-17. Estes resultados (Tabela 6) demonstram
que o mAb 126 ¢é capaz de neutralizar completamente a
secrecdo de GROa induzida pela IL-17 humana - a partir de
células HT-29 in vitro utilizando as condigdes descritas. O
valor de ICsp para o mAb 126 neste ensaio ¢é de

aproximadamente 560 pM.
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Tabela 5

IL-17 humana (ng/mL) GROa AVG (pg/mL) DP
1 500,00 2 420,4 311, 8
300,00 2,047,5 509,09
60,00 1,556,0 209,0

12,00 960, 0 24,9

2,40 502,5 12,3

0,48 297,9 6,3

0,10 205, 8 4,8

0 1492 16,7

Abreviaturas: AVG = média; DP = Desvio Padréo.

Tabela 6

mAb 126 controlo negativo IgG
Anticorpo AVG GROo, DP AVG GROo, pg/mL DP
conc., pM pg/mL
40 000,0 123,8 1,4 1 297,3 29,4
8 000,0 134,1 6,4 1 419,9 133,4
1 600,0 151, 3 9,5 1 370,4 114,77
320,0 1 170,6 56,0 1 388,6 54,1
64,0 1 340,8 59,1 1 380,4 36,0
12,8 1 362,0 21,1 1 346,2 81,6
2,56 1 280,9 56,1 1 243 4 118,3
0 (s6 IL-17) 1 201,4 66,1
S6 Meio 117,2 10,0

Dbreviaturas: conc. = concentracdo; AVG = média; DP = Desvio padréo.
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Exemplo 7 Neutralizacdo In vivo de hIL-17

A IL-17 humana é capaz de se ligar e estimular o
receptor de IL-17 de murganho, levando a uma elevacdo e
subsequente secrecdo da quimiocina KC de murganho (CXCL1).
As experiéncias de intervalo de tempo e dosagem s&o
realizadas para identificar a dose éptima de IL-17 humana e
o tempo Oéptimo para a inducdo de KC de murganho. Estas
experiéncias indicam gque uma dose de 150 ug/kg de IL-17
humana e um tempo de 2 horas pds administracdo de IL-17
produz niveis méaximos de KC no soro de murganho. Os
anticorpos completes da presente invencdo (e.g., Fab 126 ou
Fab 121 com HCVR ligado operacionalmente ao Fc de IgG4
humana, SEQ ID NO:260 [ou SEQ ID NO: 278] e o LCVR ligado
operacionalmente a uma regido constante kapa humana, SEQ ID
NO: 263 [ou SEQ ID NO: 277]) sdo administrados intraveno-
samente a murganhos a 1, 10, 100 e 1000 ug/kg, uma hora
antes da injeccdo subcutédnea da IL-17 humana. Duas horas
apdés administracdo de IL-17 humana, os murganhos sé&o
sacrificados e os niveis de KC sdo determinados por ELISA
utilizando um estojo ("kit") comercialmente disponivel de
acordo com as instrucgbes do fabricante (KC Quantikine,
R&D) . Os anticorpos com isotipo correspondente s&do
utilizados como controlos negativos. Os anticorpos
blogueiam a capacidade da IL-17 humana para estimular o
receptor de IL-17 de murganho, levando a inibicdo de uma

elevacdo de KC de murganho, numa forma dependente da dose.
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0O Mabl26 (um anticorpo complete compreendendo Fab 126), a
uma dose de 20 ug/murganho sob as condic¢des descritas,
diminui o nivel médio de KC em aproximadamente quatro vezes
em comparacdo com um anticorpo de controlo que ndo produzia
efeito. O Mab 121, a uma dose de 20 ug/murganho sob as
condicdes descritas, diminui o nivel médio de KC em
aproximadamente trés vezes em comparacdo com um anticorpo

de controlo.

Exemplo 8 Mapeamento de Epitopo

Dois dos anticorpos anti-IL-17 (Fab 126 e Fab
104) s&do utilizados para determinar que se humanizacdo e
optimizacdo do Fab de murino parental (2321, SEQ ID NOs:
261 e 262) ndo altera a capacidade de ligacdo ao epitopo
dos Fabs resultantes da humanizacdo e optimizacdo do
parental. Os Fabs humanizados, optimizados ligam-se ao
mesmo epitopo como o faz o Fab de murino parental como
determinado por uma ELISA de competicdo convencional ou por
troca de H-D e anédlise de espectrometria de massa para
mapeamento de epitopo (ver, e.g., Hoofnagle, A., et al.,
Methods Mol. Biol. 250:283-298, 2004; Hoofnagle, A., et al.
, Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struct, 32:1-25, 2003; Baerga-
Ortiz, A., et al., Protein Sci 11:1300-8, 2002) deste modo,
espera-se que os Fabs 1-132 da invencdo derivados do mesmo

Fab parental, se liguem ao mesmo epitopo.
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Utilizando a troca de H-D e o ensaio de
espectrometria de massa (H/DXMS) para mapear o epitopo, £
determinado que os aminoacidos entre 80 e 89 [ADGNVDYHMN
(SEQ ID NO: 266)] da IL-17 humana (SEQ ID NO: 1) estédo
compreendidos no epitopo descontinuo ao qual os anticorpos
da invenc¢cdo se ligam. A DGNVDYH (SEQ ID NO: 267) é uma
sequéncia essencial compreendida no epitopo descontinuo ao
qual os anticorpos da invencdo se ligam com base na
comparacdo da variacdo da sequéncia de IL-17 entre
diferentes espécies e da capacidade de ligacdo. A alteracédo
da sequéncia de aminoédcidos de SEQ ID NO: 267 no contexto
de toda a sequéncia IL-17, resulta em ligacdo né&o
detectédvel a IL-17 alterada por um anticorpo da invencéo.
Os anticorpos da invencdo ndo se ligam a IL-17 de rato ou

murganho em niveis superiores ao do anticorpo de controlo.

O ensaio de H/DXMS ¢ utilizado para identificar
as regides de IL-17 a gue os anticorpos da invencdo se
ligam. A taxa da velocidade de troca de hidrogénio de amida
¢ dependente da estrutura e acessibilidade do solvente do
hidrogénio da amida. O IL-17 livre ou o complexo de IL-
17:anticorpo em &gua ¢é misturado com &gua deuterada (D,0)
para permitir a troca de protdes de amida por deutério. Os
grupos amida da estrutura que participam na ligacdo da
proteina sdo protegidos da troca e permanecem protonados.
Estas regides sdo entdo identificadas por protedlise
péptica, acoplada com LC e espectrometria de massa por

ionizacdo por electrospray. A IL-17 humana contendo uma His
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e Flag tag C-terminal (IL-17-Flis) ¢é expressa e purificada
a partir de células GS-CHO utilizando uma coluna IMAC. Duas
aliquotas de 10 pg (7,7 ulL) da solucdo de IL-17-Flis sé&o
transferidas para 2 Microcon, e 100 pg de mAb 104 ou mAb
126 (proporcdo molar de IL-17/Mab = 1/2) ¢é adicionado no
Microcon. Vinte ug de solucao de IL-17-Flis s&do
transferidos para outro Microcon e sem adicdo de anticorpo.
Depois, é adicionado tampdo PBS 1X em cada Microcon para um
volume final de ~180 uL e centrifugadas a 14 000g durante
14 min. Depois s&o adicionados 150 mL de tampdo PBRS 1x em
cada Microcon e centrifugadas a 14 000g durante 14 min.
Estes passos sdo necessarios para assegurar que o antigénio
livre e o complexo de antigénio:anticorpo estdo em

condicdes de tampdo idénticas.

A porcdo de proteina é recolhida e o volume final
¢ ajustado para 50 uL (complexo) ou 80 uL (IL-17-Flis
apenas) com 1xPBS. Seis microlitros de IL-17-Flis ou
complexo de IL-17-Flis e complexo mAb sdo transferidos para
um microtubo de pléstico, e 14 uL de 100% de D,O sé&o
adicionados, resultando em 70% de D,O na amostra. A solucédo
¢ incubada a temperatura ambiente durante 10 min. A troca é
imediatamente interrompida, digerida por adicdo de 20 uL de
1% de &acido férmico e 2 uL de 2 mg/mL de solucgdo de
pepsina, e incubada a temperatura ambiente durante 30 s ou
a 0 °C durante 10 min. O digerido é imediatamente injectado
numa coluna manualmente. S&o utilizados Waters 2795 HPLC e

Micromassa LTC Premier para todos o0s ensaios. A corrente de
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HPLC a partir da bomba de HPLC é ligada a um tubo de metal
(cerca de 1 mL), ao injector manual, a uma coluna Zorbax
C18 (2,1 x 50 mm) que migra sob estas condicdes
(Temperatura da Coluna: 0 °C; Fase Mdbvel C: 0,15%de &cido
férmico em H,O0, D: 0,12% &cido férmico em ACN; Tempo de
Corrida:23 min). A coluna é equilibrada com 98% de A (0,15%
de solucdo aquosa de é4cido férmico) e 2% de B (0,12% de
dcido fdérmico em acetonitrilo) a uma taxa de fluxo de 0,2
mL/min. Uma eluicdo de gradiente ¢ realizada de 2% a 10% de
B durante 0,5 min, depois para 40% de B durante 14,5 min,
depois para 90% de B durante 1 min com 2 min de espera, e
depois voltou para 2% de B em 1 min.). A amostra de HPLC é
analisada pelo espectrémetro de massa operado com estas
condicdes (Modo de I&o: Positivo; Intervalo de Varrimento
de Massa: 300-2000; Voltagem no Cone de Amostra: 80; Fluxo
de G&s de Dessolvatacdo (L/Hr):700; Temp de Dessolvatacdo:
300 ‘C). O tubo de metal, ansa injectora e a coluna sé&o
submergidos em &dgua com gelo ao longo do ensaio. O espectro
de massa de cada péptido péptico de IL- 17 é obtido apds
troca H/D com ou sem um mAb anti-IL-17 testado. Para
péptidos pequenos, a massa média de cada ©péptido é
calculada com base nos seus ides isotdpicos e intensidades.
Para péptidos maiores, as massas médias s&o obtidas a
partir do espectro de massa desconvoluido apds calibracéo

interna.

Quando o anticorpo forma um complexo com IL-17, a

regido de ligacdo (epitopo) de IL-17 é protegida do sol-
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vente. Isto leva a taxas mais lentas de troca amida de
hidrogénio em comparacdo com os de IL-17 isolados. Compa-
rando a massa de péptidos do livre e do complexo apds troca
de deutério, os péptidos protegidos pela formacdo do
complexo devem ser diferentes dos péptidos correspondentes
na IL-17 livre. A Tabela 7 a seguir lista as diferencas de
massa que sdo obtidas por H/DXMS para péptidos pécticos de
IL-17. Estes péptidos pécticos cobrem toda a sequéncia de
IL-17-Flis. Como os dados da Tabela demonstram, a diferenca
de massa do péptido IL-17-Flis entre o complexo e si mesmo
¢ semelhante para ambos os anticorpos testados, i.e. estes
ligam-se ao mesmo epitopo. Uma principal diferenca de massa
é encontrada para o péptido péctico 24-87+117-133 (i.e., oS
aminoacidos 24 a 87 e 117 a 133 de IL- 17) (estes dois
péptidos s&do conectados através de ligacdo persulfureto) e
66-87+117-134, sugerindo que os residuos nestas regides sédo
envolvidos na ligacdo. Uma vez que estes péptidos pécticos
sdo bastantes grandes, s&do necessarias outras digestbes
enzimdticas para encurtar os residuos de aminoéacidos
especificos envolvidos na ligacdo. Em adicdo a estes dados,
0os anticorpos da invengdo ndo se ligam a outro membro da
familia de IL-17 (IL-17 B,C,D,E, e F) e estas também ndo se
ligam a IL-17 de murganho ou de rato. Estes dados em
conjunto com comparacdo de sequéncias e exame do modelo de
homologia estrutural de IL-17 sugere que o0s residuos 80-89
estdo compreendidos num epitopo ndo linear de IL-17 ao qual

se ligam os anticorpos da invencéo.
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Tabela 7
I1L-17-Flis+mAbl04 IL-17-Flis+mAbl26
Péptido péptico | Média (n=3) DP Média DP
(n=3)

1-23+98-116 -0, 36 0,61 -0,78 0,59
24-43 -0,79 0,13 -0,44 0,65
27-42 -0,56 0,17 -0,56 0,38
24-65 -1,32 0,54 -1,17 0,19
54 a 65 -0,17 0,37 -0,53 0,25
24-87+117-133 -3, 60 0,38 -4,09 0,29
66-87+117-134%* -1,94 -2,38

88-97 -0, 30 0,8 -0,29 0,14
11-116 -0,08 0,07 -0,17 0,08
135-151 -0,14 0,03 -0,12 0,12

Nota: delta Massa € obtido por subtraccdo de uma massa média de
péptido péctico de IL-17-Flis apenas a partir da média da massa do
péptido correspondente do complexo IL-17-Flis e anticorpo.

* este dado é de uma digestdo de 10 min a 0 °C (n=1). Todas as

outras sdo de digestdo ambiente durante 0,5 min.

Exemplo 9 Expressdo de IL-17 em Tecidos de Cancro

Varios lisados de <células n&do cancerosas e
cancerosas humanas sdo testados para a presenca de proteina
IL-17. 0Os tecidos (aproximadamente 50-100 mg por pedaco)
sdo congelados em gelo seco, descongelados em gelo e lisado
em 350 uL de tampdo TPER (Pierce #78510) incluindo

inibidores de protease (Pierce #78410) e inibidores de
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fosfatase em tubos contendo esferas de lise de ceramica
(Qbiogene #6913-050; 1,4 mm de esferas de cerdmica em tubos
de 2,0 mL). Os tubos sdo colocados em gelo durante 5-10
min, depois centrifugadas a 13 000 x gravidade durante 10
min a 4 °C e o material transferido para tubos novos para
remover 08 residuos. Recentrifugar como descrito e
transferir para novo tubo. A concentracdo de proteina é
determinada utilizando um método padrdo de BSA. As amostras
sdo analisadas para IL-17 utilizando um estojo ("kit")
comercial de ELISA para IL-17 de acordo com as instrugdes
do fabricante (R&D #DY317 wutilizando tampdo de lavagem,
solucdo de substrato e solucdo de paragem de BioFX Labs).
Os niveis de IL-17 s&o normalizados para a concentracdo de
proteina total. 0Os niveis de IL-17 s&do aumentados entre
duas e trés vezes em tecido do cdlon canceroso (60 amostras
testadas) em comparacdo com O tecido normal do cdbdlon (63
amostras testadas). Os niveis de IL-17 s&o aumentados em
média trés a quatro vezes em tecido de rim canceroso (21
amostras testadas) em comparacdo com tecido normal de rim
(21 amostras testadas). Os niveis de IL-17 em tecido da
préstata canceroso (44 amostras testadas) sdo amentados em
comparacdo com o tecido normal da prdéstata (7 amostras
testadas). Os niveis de IL-17 ndo foram elevados em outros
tipos de tecido de tumor testado incluindo mama, pescogo,

pulméo, laringe, tirdide, lingua, ovario e cérebro.

Exemplo 10 Activacdo de Células da Microglia por

IL-17

A IL-17 induz a secrecdo por uma linha de células
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da microglia do cérebro de murino (BV-2) de IFN e IL-12p70.
A linha de células da microglia de murino BV-2 [obtida por
Scios, com permissdo de Elisabeta Blasi (Microbiology
University of Perugia, Itédlia) que as isolou originalmente
(E. Blasi et al., J. Immunology 1990, 27:229-237)] &
cultivada em frascos de cultura de tecidos revestidos com
poli-D-lisina, até ndo mais do que 60% de confluéncia em
DMEM rico em glicose (Invitrogen #31053-028) com 2 mM de L-
glutamina (Invitrogen/GIBCO  #25030-081), 105 de FBS
(inactivado pelo calor; Invitrogen/GIBCO #10082-147), 1 mM
de piruvato de sédio (Invitrogen/GIBCO #11360-070),

100 pg/mL de Normocina (InvivoGen) a 37 C, 5% de CO,.

No dia 0 do ensaio, as células BV-2 s&do lavads
(PBS de Dulbecco sem Ca’’ e Mg?"; Invitrogen), raspadas
(0,25% de tripsina + EDTA) seguidas por inactivacdo por
tripsina e depois centrifugadas (500Xg 5 min. a TA). O
precipitado de células vresultante ¢é ressuspenso numa
densidade de células de ~7 000 células/100 uL de meio de
cultura. 100 ulL da suspensdo de células sido dispensados em
60 pocos 1internos separados de placas de 96 pocos de
cultura de tecidos tratadas revestidas com poli-D-lisina.
As placas sdo incubadas como descrito, durante aprox. 48 h

antes do tratamento com IL-17.

No dia 2 do ensaio, IL-17 de murganho recombi-
nante (mIL-17) (sem veiculo; R&D Systems); reconstituida em
PBS de Dulbecco estéril sem Ca’’ e Mg®" sdo diluidos numa

placa de polipropileno para 1,5 pg/mL (a maior concentracdo
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de teste) em meio de cultura. A IL-17 de murganho &, além
disso, diluida em série na placa de polipropileno. Um
controlo positivo é LPS diluido em meio de cultura para
1 pg/mL (a maior concentracdo de teste). O meio do ensaio é
utilizado como um controlo negativo. O meio é suavemente
aspirado das células, antes de adicionar os tratamentos
(150 pL/poco). O teste ¢ realizado em triplicado (3 pocos
por tratamento). As placas separadas replicadas sé&o

incubadas durante 24 hr. ou 48 hr. a 37 °C, 5% de CO».

Nos dias 3 e dia 4 do ensaio, as placas séo
centrifugadas (500Xg durante 5 min. TA), depois o meio da
cultura de células é transferido para placas de propileno
de 96 pocos, que sdo selados e congelados (-80 ‘Cy. As
amostras de meio sdo descongeladas e ensaiadas para oS
niveis de citoquina e quimiocina com um estojo ("kit")
murino 22-plex multiplex (Linco), conforme as instrucdes do
fabricante (excepto: um placa de filtro de policarbonato de
parede preta (Millipore) substitui a placa de filtro
incluida no estojo ("kit")). A fluorescéncia ¢é 1lida num
instrumento Luminex® (50 esferas por conjunto de esferas,
marcacdo de baixo ganho de RP1). Os dados sdo apresentados

na Tabela 8 a seqguir.

As curvas padrédo sdo obtidas utilizando um ajuste
logistico de quatro ou cinco pardmetros. Os valores de IFNy
e IL-12p70 (pg/mL) s&do determinados a partir das curvas

padrédo utilizando técnicas estatisticas convencionais.
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Tabela 8

24 horas apds tratamento com IL-17

Conc. de mIL-17, IFNy média IL-12p70 média
ng/mL pg/mL pg/mL
1,5 125,87 65,58
0,375 123,89 59,63
0,0938 125,61 67,87
0,0059 58,91 38,12
0,0015 18,78 12,34

sé meio de controlo

abaixo do limite de

abaixo do limite de

deteccéo deteccéo
LPS, 1 pg/mL 5,11 51,11
LPS, 0,25 npg/mL 5,07 49,00

48 horas apds tratamento com IL-17

Conc. de mIL-17, IFNy média IL-12p70 média
pg/mL pg/mL pg/mL
1,5 134,38 61,48
0,375 124,99 58,65
0,0938 119, 96 58,15
0,0059 47,07 27,87
0,0015 13,97 9,44

sé meio de controlo

abaixo do limite de

abaixo do limite de

deteccéo deteccéo
LPS, 1 pg/mL 5,20 46,37
LPS, 0,25 ng/mL 4,30 36,36
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Exemplo 11 Modelo de inducgdo de DSS do Disturbio

do Intestino Irritével

IBD & uma doenca inflamatdria crdénica que inclui
a doenca de Crohn e a Colite Ulcerativa. 0s niveis de
proteina IL-17 sé&do significativamente elevados no soro e
nos tecidos do cdélon de doentes com colite ulcerativa e
doenca de Crohn. Contudo, IL-17 ndo é detectédvel no soro de
individuos normais, ou doentes com colite infecciosa ou
colite isquémica. O modelo DSS (Dextrano Sulfato de Sé6dio)
¢ um dos mais antigos e mais representativos modelos pré-
clinicos para a doenca do intestino irritédvel (IBD). No
modelo DSS (ver, e.g., FASEB Journal. 2004;18:1550-1552) as
lesdes inflamatdérias agudas e crdénicas sdo induzidas. Os
murganhos tém um elevado grau de uniformidade das lesdes
com perda de peso corporal e de comprimento do célon. E
reprodutivel no que respeita a duracdo e gravidade entre os
murganhos individuais. Para a inducdo de doenca, o0s
murganhos recebem 5% de DSS 30-40 Kd) na agua de beber
durante 7 dias. O Indice de Actividade de Doenca (DAI)
incluindo a hemorragia hemoculta positiva ou rectal, fezes
soltas e perda de peso corporal (5-8%) ¢é observado por
volta do dia 8. Os pesos corporais dos murganhos s&o moni-
torizados todos os dias durante 2 semanas. Os murganhos sé&o
sacrificados cerca de dia 12 a cerca do dia 15. A proteina
IL-17 ¢é significativamente aumentada no cdélon tratado com
DSS versus o cd6lon naive. O tratamento com anticorpo para

IL-17 pode reduzir indice de actividade de doenca.
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Exemplo 12 Modelo EAE para Esclerose Multipla

A EAE ¢é uma doenca desmielinante mediada por
células T CD4+ do sistema nervoso central (SNC) que serve
como um modelo para MS em humanos. Os mecanismos pato-
génicos do desenvolvimento de EAE incluem a activacdo de
células T especificas para o antigénio e diferenciacdo de
Thl seguida por infiltracdo de células T e macrdéfagos no
SNC. A 1IL-17 contribui para a patologia da esclerose
maltipla (MS). A anédlise de microarray de lesdes de MS de
doentes humanos demonstrou um aumento de IL-17 (Lock, et
al. Nat. Med. 8:500-508, 2002). O mRNA que expressa I1L-17
de células mononucleares (MNC) no sangue e fluido cérebro-
espinal s&do significativamente elevados em nuUmero em
doentes com MS e foram detectados numeros elevados do mRNA
que expressa 1L-17 em MNC do sangue durante a exacerbacao
clinica de MS em comparacdo com remissdo (Matusevicius, et
al. Multiple Sclerosis. 5:1-1-104, 1999). A EARE &
significativamente suprimida em murganhos sem IL-17 (Nakae

et al., J. Immun. 171:6173-06177).

O exemplo aqui descrito demonstra que a proteina
IL-17 é aumentada na espinal medula de murganhos EAE e o
tratamento com um anticorpo anti-IL-17 de murino reduz a
classificacdo de EAE no modelo activo de EAE. Para a
inducdo da doenca, murganhos fémea de 8-9 semanas de idade
C57BL/6 s&do subcutaneamente imunizados no dia 0 com (1)
200 uL de 5 mg/mL de toxina pertussis (PT) e Adjuvante

Completo de Freund (CFA) ou (ii) PT, CFA e 300 ug/200 ulL de
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MOG35-55 (glicoproteina de oligodendrécito de mielina
emulsificada em CFA contendo 5 mg/mL de Mycobacterium
tuberculosis inactivada pelo calor). No dia 2, os murganhos
sdo tratados de novo com PT. Os murganhos sdo classificados
ao longo do estudo para niveis de pardlise. Espera-se a
doenca no grupo que recebeu MOG. Um anticorpo monoclonal
IgGl anti-IL-17 de murino de rato ou anticorpo controlo de
isotipo é administrado a murganhos nos dias 1, 7 e 15 (BD
Biosciences para anticorpo anti-IL-17 de murino de rato).
Os murganhos que receberam MOG sdo sacrificados quando a
classificacdo clinica atinge entre 1-3 (numa escala de O0-
4); isto é entre os dias 14-31 para o estudo 1 na Tabela 9
a seguir e entre os dias 14-16 para o estudo 2 na Tabela 10
a seguir. Os sinais clinicos de doenca desenvolveram-se por
volta do dia 10. Os animais individuais sé&do subjectivamente
classificados por pelo menos 2 classificadores indepen-
dentemente e cegos para a identidade dos grupos de tra-
tamento de acordo com a gravidade clinica da doenca do SNC.
Grau 0 € normal; Grau 1 é cauda completamente mole; Grade 2
¢ fraqueza do membro traseiro parcial unilateral; Grau 3 é
parédlise completa do membro traseiro; e Grau 4 é moribundo,
(ver J. Exp. Med. 194: 873-881, 2001). Um murganho controlo
¢ sacrificado no mesmo dia dos murganhos tratados com MOG.
As medulas espinais sdo isoladas na altura do sacrificio e
imediatamente congeladas para serem utilizadas para andlise
da proteina IL-17 por ELISA. O grupo de tratamento com o
anticorpo para IL-17 tem significativamente menos classi-
ficacdo de doenca em comparacdo com o grupo de controlo de

isotipo.
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Os lisados de cada medula espinal completa sé&o
feitos em 1 mL (estudo 1 na Tabela 9 a seguir) ou 0,4 mL
(estudo 2 na Tabela 7 a seguir) de reagente de extraccdo de
proteina TPER (Pierce #78510) com 1inibidores totais de
protease (Roche Applied Science #11697498), em tubos de 2
mL contendo esferas de cerdmica (matriz de lise D, QBiogene
#6913050), e instrumento FastPrep (Biol0l) durante 30 se-
gundos numa escala de 5,5. Apbdés a lise, as amostras séo
centrifugadas (5 min. a 14 000 rpm numa microcentrifuga)
para remover os residuos. Os sobrenadantes s&o transferidos
para novos tubos de microcentrifuga. A concentracgdo de
proteina total em cada lisado é determinada com um estojo
("kit™) de ensaio de proteina BCA (Pierce #23225),
utilizando o protocolo da microplaca do fabricante. Os

lisados sdo congelados e armazenados a -80 C.

Apbs descongelar os lisados em gelo, e clarificar
por centrifugacdo, os niveis de IL-17 de murganho sé&o
medidos em amostras ndo diluidas por ELISA (R&D Quantikine
#M1700) conforme as instrucdes do fabricante. As curvas
padrdo sdo obtidas utilizando um adaptador logistico de
quatro parédmetros. 0s valores de IL-17 sdo determinados a
partir das curvas padrdo utilizando técnicas estatisticas
convencionais. Os niveis de IL-17 s&o normalizados para a
concentracdo de proteina em cada amostra e expressos CoOmo
pg de IL-17/mL de proteina total em cada lisado nas Tabelas
9 e 10 a seguir. Como demonstrado pelos dados nas Tabelas,
0s niveis aumentados de IL-17 foram detectados em murganhos

EAE.
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Tabela 9
ESTUDO 1
GRUPO |INTERVALO DE| mIL-17 MEDIO | INTERVALO DE | CLASS. CLIN.
VALORES DE (pg/mg) CLASSIFICACOES MEDIA NO
mIL-17 (+EP) CLINICAS NO SACRIFICIO
pg/mg SACRIFICIO (+EP)
Naive 3,63-10,06 5,19%0, 87 N/A N/A
(n=7)
CFA 3,16-7,51 4,31+0, 33 N/A N/A
(n=14)
CFA+MOG | 4,12-16,62 8,57+1,01 0,9-3,0 1,74+0,20
(n=14)
Todos o0s valores de ELISA de IL-17 estavam no intervalo de

deteccgdo da ELISA., média de duplicados

Tabela 10
ESTUDO 2
GRUPO | INTERVALO DE |mIL-17 MEDIO| INTERVALO DE | CLASS. CLIN.
VALORES DE (pg/mg) CLASSIFICACOES MEDIA NO
mIL-17 (£EP) CLINICAS NO SACRIFICIO
pg/mg SACRIFICIO (1EP)
CFA (n=6)| 1,88-2,78 2,24+0,14 N/A N/A
CFA+MOG 1,78-5,42 3,34+0, 45 2,75-3,20 2,9440,06
(n=8)

Todos os valores de ELISA de IL-17 estavam no intervalo de

deteccéo

da ELISA.,

média dos duplicados
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Exemplo 13 Modelo de artrite induzido por Cola-

génio

A artrite induzida por colagénio (CIA) é um
modelo de roedor vastamente utilizado para a artrite
reumatdéide ("RA") e possuil caracteristicas histopatoldgicas
em comum com a RA humana. A artrite experimental, induzida
em murganhos DBA/1 por imunizacdo e reforco com emulsdes de
colagénio do tipo II, é uma doenca poliartritica caracteri-
zada por inflamacdo das pequenas articulacdes e eroséio
progressiva da cartilagem e osso (Trentham, D, et al, J.
Exp. Med. 146:857-858, 1977). Recentemente, Lubberts, et
al, (Arthritis & Rheumatism, 50:650-659, 2004; aqui
incorporado) demonstrou que o anticorpo policlonal anti-IL-
17 de murino de coelho, administrado no inicio ou num
estddio mais avancado da CIA de murino, melhorou os sinais

clinicos de artrite.

No modelo CIA, os murganhos a que foi dado um
injeccdo Unica do mAb IgG2a anti-IL-17 de murino de rato
intraperitonealmente (8 mg/kg R&D, MAB421 clone 50104.11)
apresentam classificacgdes clinicas significativamente
inferiores as dos murganhos injectadas com 16 mg/kg de
IgG2a de rato de controlo. O reagente de forma aguda,
proteina C reactiva (CRP), é um indice de forma semelhante
a CRP, a proteina amiloide do soro de murino (SAP) serve

como um indicador de doenca no modelo CIA de murino
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(Bliven, M., et al, Arthritis & Rheumatism, 29:1131-1138,
1986). Em animais tratados com 8 mg/kg de anti-IL-17 de
murino, os niveis de SAP foram significativamente inferio-
res aos dos tratados com anticorpo de controlo. além disso,
a diminuicdo nas classificacgdes clinicas e valores de SAP
sdo comparadveis a um grupo anti-IL-1f de murganho (8 mg/kg)
utilizado como um controlo positivo. Finalmente, a
significativa reducdo na inflamacdo sinovial a 8 mg/kg de
anticorpo e reabsorcdo de osso a 16 mg/kg de anticorpo esté
presente em comparacdo com a de murganhos tratados com
anticorpo de controlo. Pode ser conduzido um estudo de
resposta a dose no modelo CIA com anticorpo anti-IL-17 de
murino (e.g., a 0,1, 1 e 8 mg/kg). As classificacdes
clinicas para apresentacdo de anti-IL-17 de murino de rato
apresenta uma tendéncia de resposta a dose. Um ensaio
semelhante pode ser efectuado em macacos cinombélogos como

um modelo para RA, utilizando um anticorpo da invencéo.

Exemplo 14 Purificacdo do mAb Anti-IL-17

Um vector gue expressa um mAb da invencdo é
estavelmente incorporado numa célula hospedeira apropriada,
(e.g., células CHO DG44 (dhfr-) (Chasin) ou células NS)
utilizando procedimentos convencionais e purificado utili-
zando uma coluna de afinidade para a Proteina A.
Resumidamente, o meio condicionado clarificado é aplicado a
uma coluna de 5 mL de HiTrap rProtein A Sepharose FF
(Amersham BRiosciences) gque tinha sido equilibrada com PBS

(pH 7,4). A coluna ¢é lavada com 5 volumes de coluna de
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tampdo de equilibrio a uma taxa de fluxo de 110 cm/hr para
arrastar para fora componentes de ligacdo ndo especificos.
O anticorpo ligado é eluido utilizando um gradiente linear
de pH (0,1 M de tampdo de fosfato de sdédio, pH 6,8 a 0,1 M
tampdo de citrato de sédio pH 2,5). O pico principal de
proteina na eluicdo é recolhido e o seu pH é ajustado para
a neutralidade com 1 M de tampdo Tris (pH 8,5). A mistura
de proteina ¢ <concentrada para 1-2 mg/mL utilizando
membrana 10K Vivaspin (Vivasciences) e filtrado de forma

estéril (0,45 um) antes do armazenamento a 4 °C.

Para grandes preparacdes de um mAb da invencdo, o
concentrado isento de células é purificado em trés colunas
de cromatografia sequenciais (cromatografia de Proteina A,
Troca Idbénica, e de Interaccdo Hidrofdébica). A pureza do mAb
apbdés estes passos de cromatografia ¢é superior a 99%
conforme avaliado por cromatografia analitica de excluséo
de tamanho. O mAb ¢ trocado num tampdo como listado a
seguir dependendo da concentracdo do anticorpo. Os resulta-
dos de estabilidade quimica indicam um pH preferido entre
6,0 e 7,0 (inclusive); embora para preparacdes de 20 mg/mL,
o pH possa estar entre 5,5 e 7,0 (inclusive, e.g., 5,5,,
5,6, 5,7,, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,0,
e,7, 6,8, 6,9 ou 7,0). Para o produto 1liofilizado, &
preferido um nivel de cloreto de sédio de 90-30 mM (90, 85,
80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35 ou 30 mM ou qualquer
valor entre 30 e 90 mM), enquanto para uma formulacédo
liquida (e.g., para ser administrada subcutaneamente) ¢&

preferido um nivel de cloreto de sédio de 100 - 150 mM
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(100, 110, 120, 130, 140, ou 150 mM ou qualquer valor entre
100 e 150 mM). O produto ¢ depois concentrado para uma
concentracdo final de 20 ou 25 mg/mL (alternativamente
maior, 30, 40, 50, 60, 70, superior) e filtrado de forma
estéril. 0O produto filtrado pode ser imediatamente
congelado a -70°C ou pode ser liofilizadoO. Uma proporcao
de peso minima de 1:2 de anticorpo para lipoprotector,
(e.g., sacarose ou trealose) é necessaria para a formulacédo
liofilizada estavel mas ndo é necessaria para uma formula-
cdo liguida. Adicionalmente, 0,02% de tensiocactivo (p/v),
i.e., polissorbato-80, ¢é adicionado para as formulacdes em
solucdo e para as solucdes a ser liofilizadas. O material
liofilizado é ressuspenso em Agua estéril para Injeccdo ou

cloreto de sdédio a 0,9% antes da administracéo.

Tabela 11

conc. de mAb Tampdo pH NaCl (mM)
10 mg/mL citrato a 10 mM(Na) 6,0 30, 50-150
20 mg/mL citrato a 10 mM 5,5 50-150
20 mg/mL citrato a 10 mM 6,0 50-150
20 mg/mL citrato a 10 mM 6,5 50-150
20 mg/mL citrato a 10 mM 7,0 50-150
20 mg/mL histidina a 10 mM 6,5 150
>50 mg/mL citrato a 10 mM 5,5 50-150
>50 mg/mL citrato a 10 mM 6,0 50-150
>50 mg/mL citrato a 10 mM 6,5 50-150

>50 mg/mL histidina a 10 mM 6,5 150
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Exemplo 15

Semi-vida de Anticorpo in vivo

A farmacocinética no soro dos anticorpos da
invencdo (e.g., mAb 126 e 121 [regido Fc de IgG4 com Fab
126 ou 121 respectivamente]) ¢é determinada apds adminis-
tracao intravenosa ou subcutanea em macacos machos
cinomdlogos. As concentracdes dos anticorpos no soro sao
determinados utilizando um ensaio de ELISA de captura de
antigénio padrdo em que as placas sdo revestidas com IL-17
humana e o anticorpo do soro ligado é detectado utilizando
um anticorpo anti-IgGs; secundario. Apds administracédo
intravenosa de 1 mg/kg, mAb 126 ¢ eliminado com uma semi-
vida média de 6,5 dias e o mAb 121 é eliminado com uma
semi-vida média de cerca de 11 dias. Apds administracéo
subcutdnea de 1 mg/kg, o mAb 126 possul uma semi-vida de
eliminacdo média de 10,3 dias e o mAb 121 possui uma semi-

vida de eliminacdo média de 13 dias.

Exemplo 16 Modelo de Xenoenxerto de Tumor

Para estabelecer quais os modelos de xenoenxerto
de tumor com para testar a actividade anti-tumoral de
anticorpos anti-IL-17 da invencdo, 5 milhbes de células de
carcinoma colorrectal HCT116 s&o misturadas com Matrigel e
subcutaneamente injectadas no flanco esquerdo de um
murganho fémea de 56 semanas de idade atimico (nu/nu)

murganhos (Charles River laboratories, Wilmington. MA). Os
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murganhos s&o tratados por injeccdo subcuténea em cada 7
dias com anticorpos de controlo (e.g., IgG4 humana e IgGl
de murganho), 4 mg/kg de anti-IL-17 humana, 8 mg/kg de
anti-IL-17 de murganho, ou combinacdo de 4 mg/kg de anti-
IL-17 humana e 8 mg/kg anti-IL-17 de murganho durante 4
semanas. A primeira administracdo de anticorpo comeca um
dia antes do implante das células. Os tumores sdo medidos
duas vezes em cada semana com um paquimetro e o peso
corporal é monitorizada duas vezes por semana. O plasma é
recolhido de cada murganho ao dia 34 e os niveis de KC sé&o
medidos utilizando um estojo ("kit") KC ELISA de acordo com
as instrucdes do fabricante (R&D System). Em comparacdo com
murganhos controlo injectados com IgG, 0s murganhos
tratados com a combinacdo de anticorpo anti-IL-17 humana e
anticorpo anti-IL-17 de murganho reduziram significativa-
mente o volume de tumor. Para além disso, os murganhos
tratados com ambos o anticorpo anti-IL-17 humana e anti-
corpo anti-IL-17 de murganho diminuiram dramaticamente a KC
no plasma. Os murganhos tratados com 4 mg/kg de anticorpo
anti-IL-17 humana ou 8 mg/kg de anticorpo anti-IL-17 de
murganho ndo revelaram reducdo significativa no volume de
tumores e niveis de KC no plasma. Os dados s&do aqui apre-

sentados nas Tabelas 12 e 13.

Para medir o nivel de IL17 nos tumores, oS tumo-
res de modelos de xenoenxerto de murganho sdo vastamente
preparados como descrito no Exemplo 9. Para a medicdo de
proteina, os lisados de tumor sdo diluidos 1:10 em TPER +

1X Halt numa placa de propileno de diluicdo de 96 pocos. A
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concentracdo de ©proteina ¢é determinada utilizando ©
protocolo do Coomassie Plus Protein Assay (Pierce #23236)
em microplaca. O padrdo de BSA é diluido em TPER + Halt. Os
niveis de proteina de IL-17 sdo determinados utilizando
estojos ("kits"™) ELISA para IL-17 humana e de murganho de
R&D System de acordo com as instrucdes do fabricante (human
IL-17 DuoSet ELISA, R+D Systems, Cat. #DY317; mouse IL-17
ELISA, R+D System, Cat. # 421). A IL-17 humana e de
murganho foram aumentadas em tumores de modelos de
xenoenxerto de tumor do cbdlon HCT 116 e HT29 em comparacio

com o modelo de xenoenxerto de tumor de pulmdo H460.

Tabela 12 Volume de Tumor

(n=10)
Tempo, dias IgGl de ratotcontrolos|Anti IL-17 de murganho
(pds implante das |de isotipo IgG4 humana| + anti-IL-17 humana
células HT116) (MédiatEP) (MédiatEP)
8 101,4+6,7 91,549, 4
14 149,2+9,2 123,9+16,2
17 162,1+12,4 134,6x14,7
20 177,7+17,1 152,8+18,7
24 279,2+22,8 222,4%35,4
28 323,3%+22,5 244,6%+32,8
31 405,8+33,4 275,1+36, 6
34 537,7+50,7 339,8%46, 3

Volume de tumor é calculado utilizando o LogVol, método AR
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Tabela 13 Niveis de Quimiocina KC no Plasma 35 dias pés-

implante

INTERVALO DE KC médio,

GRUPO VALORES DE KC, pg/mL

pg/mL (+EP)

IgGl de Rato + controlos
do isotipo IgG4 humano 76,3-168,4 112,5%£10,0
Anti IL-17 de murganho + 55,6-110,5 84,7+5,7
anti-IL-17 humana

PERCENTAGEM MEDIA DA DIFERENCA DE KC (grupo anti-IL-17

comparado com o grupo de controlo de isotipo): 24,7%

Lisboa, 7 de Setembro de 2011
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal anti-IL- 17 humanizado

em que o referido anticorpo compreende:

a) um péptido com SEQ ID N° 131 em CDRLI,
b) um péptido com SEQ ID N° 167 em CDRLZ,
c) um péptido com SEQ ID N° 168 em CDRL3,
d) um péptido com SEQ ID N° 26 em CDRH1, e
e) um péptido com SEQ ID N° 52 em CDRH3
2. Anticorpo monoclonal anti-IL-17 de acordo

com a reivindicacdo 1, em que o referido anticorpo compre-

ende um LCVR com SEQ ID N° 241 e um HCVR som DEQ ID N° 118.

3. Um anticorpo humanizado de acordo com gqual-
quer uma das reivindicacdes 1 a 2, em gque o anticorpo &€ um
anticorpo de comprimento total, um anticorpo substancial-
mente intacto, um fragmento Fab, um F(ab'), ou um fragmento

Fv de cadeia unica.

4. Anticorpo de acordo com gqualgquer uma das
reivindicac¢des 1-3, em que o anticorpo compreende ainda uma
regido constante de cadeia pesada seleccionada a partir de

IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM e IgD.

5. Composicdo compreendendo o anticorpo de

acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 e em que a
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referida composicdo compreende ainda um veiculo farmaceu-

ticamente aceitéavel.

6. Anticorpo de acordo com gqualquer das reivin-

dicacgdes 1 a 4, para utilizacdo como medicamento.

7. Anticorpo de acordo com gqualquer das reivin-
dicacgdes 1 a 4, para utilizacdo no tratamento de um ou mais
estados seleccionados a partir de artrite reumatdide,
disttrbio inflamatdério da bexiga, psoriase e esclerose

maltipla.

Lisboa, 7 de Setembro de 2011
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Figura 1 Familia IL-17 (humana)
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Figura 2

IL-17
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mousa MSPGRASSVSLMLLLLLSLAATVKAAAIIPQSS&CPNTEARDFLQNVKVNLKV?NSLGAK
rat MSERRIPSMCLMLLLLLNLEATVKRAVLIPQSSVCPNHERNNFLQNVKVNLKVINSLSSK
rabbit MSLGRISSVSL——LLLLCLVATVKNGIAMPRNPGCFH&EBKNFPQHVKUSLNILNwa-S
huran MTPGKTSLvSL—-LLLLSLEAIVKAGITIPRN?GCPNSEDKNEynrvmvubﬂlﬁmauﬂrn
nonkey MTEGKTSLVLL-«LLLLSLBAIVKAGIAIPRRSGCFNSEEKNF9RTVMVNLNIHNR~HTS

&k Exkw Awwnkkdk X kAR #******** * ¥k E * K X RARFX Fh%

nouse VSSRRBSDXLNRSISPWTLHRNEDEDRXPSVIWEAQCRHQRC?NAEGKLDHHMNSVLIQQ
rat ASSRRPSDYL&RSTSPWTLSRNEDPDRYPSVIWEAQCRKQRCVNAEGKLDHHMNSVLIQQ
rabbit VNSRRPSDYYNRSTSPWTLHRNEDRERYESVIWEEKCRKLGCVNEEGNEDHHMNSVPIQQ
human . TNPKRSSDYYNRSTSPWNLHREEDPERXPSVIWEBKCRKLGCINADGNVDYHMNSVPIQQ
monkey . THPKESSDYYNRSTSPWNLHRNEDPERXPSVIWEBKCRHLGCVHADGNVDYBMNSVPIQQ

kkk¥dh RX * R wk kk kR EE R £
mouse EILVLEREPESC PETFRVERMLVGVGCTICVASTIVROAR~ {SEQ IR WQ:T)
rat EILVLKREPEKCPFTFRVEKMLVGVGCTCVSSIVRHAS— {SEQ ID NQ:8)
rabbit - EILVLERESOHOPHSFRIEKMLVAVGCTCVIPIIHAMAX (BEQ ID NO: 33
human PILVLRREPPHC PNSFRLEKILVSVGCICVIPIVRHVA- (SEQ 1D NO:1})

monkey EILVLRREPRECPHSFRLEKILVSVGCICVTPIVARVAX {SEQ ID NO:10)
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