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RESUMO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS QUIMERICOS E HUMANIZADOS CONTRA
INTERLEUCINA-13"

A presente invencao refere-se a imunoglobulinas,
particularmente anticorpos que se ligam especificamente a
interleucina 13 humana (hIL-13). Os anticorpos da invengao podem
ser utilizados no tratamento de uma variedade de doencgas ou
distuUrbios responsivos a modulacdao da interaccgao entre hIL-13 e
o0 receptor de IL-13 humana. Tais doengas incluem asma dJrave,
dermatite atdpica, COPD e varias doengas fibrdéticas. As
composigdes farmacéuticas compreendendo os referidos anticorpos

e métodos de preparacao também sao divulgados.



DESCRIGAO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS QUIMERICOS E HUMANIZADOS CONTRA
INTERLEUCINA-13"

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a imunoglobulinas que se ligam
especificamente a interleucina 13 (IL-13) e, em particular, a
IL-13 humana (hIL-13). Uma forma de realizacao da i1nvencgao
refere-se a anticorpos que se ligam especificamente a hIL-13. A
presente invengao refere-se também a métodos para tratar doengas
ou disturbios com as referidas imunoglobulinas, composigdes
farmacéuticas compreendendo as referidas imunoglobulinas e
métodos para preparacao. Outros aspectos da presente invencao

serdao Obvios a partir da descrigao abaixo.

Antecedentes da Invencédo

Interleucina-13 (IL-13)

A TIL-13 ¢é uma citocina secretada de 12 kDa descrita
originalmente como uma citocina derivada de célula T que inibe a
produgao de citocinas inflamatdrias. Os estudos estruturais
indicam que possul uma configuracao de feixe com quatro hélices
mantido por duas ligagdes dissulfureto. Embora IL-13 tenha
quatro potenciais sitios de glicosilacgdo, a analise de IL-13
nativa de pulmdo de rato indicou gque ¢é produzida como uma

molécula nao glicosilada. A expressao da IL-13 humana a partir
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de células NSO e CO0OS-7 confirma esta observacao (Eisenmesser
et al., J. Mol. Biol. 2001 310(1): 231-241; Moy et al., J. Mol.
Biol. 2001 310(1): 219-230; Cannon-Carlson et al., Protein
Expression and Purification 1998 12(2): 239-248). A IL-13 é uma
citocina pleiotrdépica produzida por uma variedade de tipos
celulares incluindo células Th2 ativadas, mastdcitos, basdfilos,
células dendriticas, gqueratindcitos e células NKT. Também pode
ser produzida por células ThO, Thl, T CD8 e CD45RA' naive. A
IL-13 tem actividades imunorregulatdérias que se sobrepdem
parcialmente com aquelas de IL-4, esta redundédncia pode ser
explicada por componentes compartilhados nos receptores para
IL-4 e IL-13. A IL-13 sinaliza através do receptor de IL-4 do

tipo II que é um heterodimero composto das cadeias de IL-4Rax e

IL-13Rol. IL-13Ral liga-se a IL-13 com baixa afinidade
(Kd = 2-10 nM), mas gquando emparelhada com IL-4Rx liga-se com
uma alta afinidade (Kd = 400 pM) e forma um receptor funcional

para IL-13 (o receptor humano é referido agqui como “hIL-13R")
que sinaliza, resultando na activacdo das vias JAK/STAT e
IRS-1/IRS-2. Uma cadeia de receptor de IL-13 adicional gue se
liga a IL-13 com alta afinidade (Kd = 250 pM) também foi
caracterizada (IL-13Rx2), mas nao sinaliza, cré-se qgue, em vez
disso, actue como um receptor chamariz. Os receptores funcionais
para IL-13 sao expressos numa ampla gama de células incluindo o
epitélio das vias respiratédrias, musculo 1liso, mastdécitos,
eosindéfilos, basdéfilos, células B, fibroblastos, mondcitos e
macréfagos. As células T nao tém receptores funcionais para
IL-13 (Hilton et al., PNAS 1996 93(1): 497-501; Caput et al., J.
Biol. Chem. 1996 217(28): 16921-16926; Hershey GK, J. Allergy
Clin. Immunol. 2003 111(4): 677-690).

Tanto IL-13, como IL-4 actuam para modificar as respostas

imunitarias e inflamatérias pela promogao de inflamacao
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associada a alergia e repressao de inflamacdo devido a
bactérias, virus e patogénios intracelulares. O0Os principais
efeitos bioldgicos de IL-13 incluem; inducao de proliferacao de
célula B e regulacadao de mudanca de isotipo para IgE; inducao de
expressao de MHC II e CD23 em células B e mondcitos; regulacao
positiva de VCAM-1 em células endoteliais; regulacao de producgao
de quimiocina; activagdo de fungao de mastdcitos, eosindfilos e
neutréfilos, assim como a inibicdo de expressao génica proé-
inflamatdéria em populagdes de mondécitos e macrdéfagos. A IL-13
nao tem quaisquer efeitos proliferativos em células T. Assim,
diferente de 1IL-4, a 1IL-13 nao parece ser I1importante na
diferenciagdo inicial de células T CD4 em células tipo Th2, mas
em vez disso, ©parece ser 1importante na fase efectora de
inflamacgao alérgica (McKenzie et al., PNAS 1993 90(8):
3735-3739; Wynn T.A., Annu. Rev. Immunol. 2003 21: 425-456).

IL-13 e Asma

A asma ¢é uma doenga pulmonar croénica, causada pela
inflamagao das vias respiratdérias inferiores e ¢é caracterizada
por problemas respiratdérios recorrentes. As vias respiratdrias
dos doentes estdao sensiveis e inchadas ou inflamadas até certo
ponto durante todo o tempo, mesmo quando nado ha sintomas. A
inflamagao resulta em estreitamento das vias respiratdrias e
reduz o fluxo de ar para dentro e para fora dos pulmbes,
tornando a respiracao dificil e 1levando a pieira, aperto no
peito e tosse. A asma ¢é desencadeada por supersensibilidade a
alergéneos (e. g., acaros do pd, pdlens, mofo), substancias
irritantes (e. g., fumo, gases, odores fortes), infecgdes
respiratdérias e tempo seco. 0Os deflagradores irritam as vias

respiratdérias e o revestimento das vias respiratdrias aumenta
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para tornar-se ainda mais inflamado, o muco obstrui entdao as
vias respiratérias e os misculos em torno das vias respiratdrias
apertam-se até a respiracao se tornar dificil e stressante, e os

sintomas da asma aparecerem.

H&a forte evidéncia em modelos animais e em doentes que a
inflamacao asmatica e outras patologias =sdo conduzidas por
respostas Th2 desreqguladas a aeroalergéneos e outros estimulos
(Busse et al., Am. J. Resp. Crit. Care Med. 1995 152(1): 388-
393). Em particular, pensa-se que a IL-13 seja uma citocina
efectora principal dirigindo uma variedade de respostas
celulares no pulmao, incluindo hiperreactividade das vias
respiratérias, eosinofilia, metaplasia de célula caliciforme e

hipersecreg¢ao de muco.

Evidéncia Clinica para a funcdo de IL-13 na asma

O gene que codifica IL-13 estéd localizado no cromossoma
5gq31. Esta regiao também contém genes que codificam IL-3, IL-4,
IL-5, IL-9 e GM-CSF e foi relacionada com a asma. Variantes
genéticas de IL-13 que estao associadas com asma e atopia foram
encontradas nas regides promotora ea codificante (Vercelli D.,
Curr. Opin. Allergy Clin. Immunol. 2002 2(5): 389-393). Dados de
estudos funcionais estao disponiveis para a variante codificante
IL-13 Q130 (aqui referida como “IL-13 Q130”). O polimorfismo de
nucledétido Unico de G (SNP) para A +2044 encontrado no gquarto
exao, resulta numa substitui¢ao de uma arginina por uma
glutamina na posigdao 130 (IL-13 Q130). Note-se também que na
SEQ ID N°: 9, esta ¢é equivalente a posicado 110, em que o
primeiro residuo de aminodacido “G” no inicio da sequéncia de

aminodcidos de IL-13 humana madura esta na posicao 1. Verificou-
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se que esta variante estd associada a asma, niveis de IgE
aumentados e dermatite atdépica em populagdes Japonesas e
Europeias. Cré-se que IL-13 Q130 tenha estabilidade aumentada em
comparagdo com a IL-13 selvagem. Esta também tem afinidade
ligeiramente menor para © receptor chamariz IL-13R02 e,
consistente com estas observacbes, sao encontrados niveis médios
séricos de 1IL-13 superiores em doentes homozigdéticos para a
variante IL-13 Q130 em comparagao com doentes nao homozigdticos.
Esses resultados indicam gque IL-13 Q130 poderia influenciar as
concentracgdes locais e sistémicas de IL-13 (Kazuhiko et al., J.

Allergy Clin. Immunol. 2002 109(6): 980-987).

Niveis elevados de IL-13 foram medidos em asmaticos atdpicos
e nao atoépicos. Num estudo, foram medidos niveis médios de IL-13
sérica de 50 pg/mL em doentes asmaticos em comparagao com
8 pg/mL em doentes normais de controlo (Lee et al., J. Asthma
2001 38(8): 665-671). Os niveis aumentados de IL-13 foram também
medidos em plasma, fluido de lavagem bronco-alveolar, amostras
de bidpsia pulmonar e expectoragao (Berry et al., J. Allergy
Clin. Immunol. 2004 114(5): 1106-1109; Kroegel et al., Eur.
Respir. J. 1996 9(5): 899-904; Huang et al., J. Immunol. 1995
155(5): 2688-2694; Humbert et al., J. Alergy Clin. Immunol. 1997
99(5): 657-665).

Evidéncia in vivo do envolvimento de IL-13 na asma

Varios estudos definiram uma fungcdo efectora critica para
IL-13 na condugao da patologia em modelos de murganho de asma
alérgica aguda e crénica. O receptor de IL-13 de alta afinidade
(IL-13Rx2) ou anticorpos policlonais anti-IL-13 tém sido

utilizados para neutralizar a biocactividade de IL-13 de murganho
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nestes modelos. O Dbloqueio de 1IL-13 no momento em que a
exposigao ao alergéneo inibiu completamente a
hiperrresponsividade de via respiratdéria induzida por OVA,
eosinofilia e metaplasia de células caliciformes. Em comparacao,
a administragao de anticorpo contra IL-4 apds a sensibilizacdao e
durante a fase de exposigcao a alergéneo, apenas reduziu
parcialmente o fendtipo de asma. Assim, embora as IL-4 e IL-13
exdégenas sejam ambas capazes de induzir um fendétipo semelhante a
asma, a actividade efectora de IL-13 parece ser superior a de
IL-4. Estes dados sugerem uma fung¢do primaria para IL-4 na
indugdo imunitaria (particularmente para desenvolvimento de
células Th2 e recrutamento para vias respiratdrias e producgao de
IgE), embora se creia que a IL-13 esteja envolvida
principalmente em varios resultados efectores, incluindo
hiperresponsividade de via respiratéria, superprodugdao de muco e
inflamacao celular (Wills-Karp et al., Science 1998 282: 2258-
2261; Grunig et al., Science 1998 282: 2261-2263; Taube et al.,
J. Immunol. 2002 169: 6482-6489; Blease et al., J. Immunol. 2001
166 (8): 5219-5224).

Em experiéncias complementares, os niveis de IL-13 pulmonar
foram elevados através de sobreexpressao num murganho
transgénico ou por instilagcao da proteina IL-13 na traquéia de
murganhos selvagens. Nas duas situagdes foram induzidas
caracteristicas semelhantes as da asma: hiperresponsividade de
via respiratdéria nado especifica a estimulagdo colinérgica,
eosinofilia pulmonar, hiperplasia de célula epitelial,
metaplasia de célula mucosa, fibrose subepitelial, obstrucao de
vias respiratdrias e cristais semelhantes aos de Charcot-Leyden.
Além disso, a IL-13 demonstrou ser um estimulador potente de
metaloproteinases de matriz e proteases de catepsina no pulmao,

resultando em alteragdes enfisematosas e metaplasia de mucosa.
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Deste modo, a IL-13 pode ser uma molécula efectora importante
tanto em fendtipos de asma como nos de doenga COPD (Zhu et al.,
J. Clin. Invest. 1999 103(6): 779-788; Zheng et al., J. C(Clin.
Invest. 2000 106(9): 1081-1093).

Estes dados indicam que a actividade de IL-13 & necessaria e
suficiente para produzir muitas das principais caracteristicas
clinicas e patoldgicas de asma alérgica em modelos animais bem

validados.

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (COPD)

A COPD é um termo genérico que abrange muitas sindromes
clinicas incluindo enfisema e bronquite crdénica. Os sintomas sao
semelhantes aos da asma e a COPD pode ser tratada com os mesmos
farmacos. A COPD ¢é caracterizada por obstrugao de via
respiratdéria em grande ©parte irreversivel, progressiva e
crénica. A contribuicdo do individuo para o curso da doenca é
desconhecida, mas considera-se que fumar cigarros cause 90% dos
casos. 0s sintomas incluem tosse, bronquite crdnica, fdlego e
infecgbes respiratdrias. Por fim, a doenga levara a deficiéncia
grave e morte. A bronquite crdénica é diagnosticada em doentes
com uma histéria de tosse ou producao de expectoragao na maioria
dos dias durante, pelo menos, 3 meses até 2 anos sem qualguer
outra explicagao. 0O enfisema pulmonar € caracterizado por um
alargamento andémalo permanente dos espagos aéreos e pela

destruicao das paredes alveolares.

A IL-13 pode ter uma fungao no desenvolvimento da COPD. Os
fumadores humanos dque desenvolvem COPD tém muitos tipos de

células inflamatdérias (neutrdfilos, macrdéfagos, eosindfilos) no
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parénguima pulmonar. A IL-13 é uma citocina Th2
pré-inflamatéria, deste modo, para moderar a progressao de
enfisema; Zheng et al., direcionaram a superexpressao de IL-13
para o epitélio de vias respiratdrias em murganhos transgénicos
para IL-13. Esses animais desenvolveram inflamagao e enfisema de
via respiratdria e parénquima pulmonar. Estes também
desenvolveram metaplasia de mucosa reminiscente de Dbronquite

crdénica (J. CLin. Invest. 2000 106(9): 1081-1093).

O polimorfismo do promotor de IL-13 (-1055 C para T) gque
estda associado a asma alérgica também foi relatado como tendo
uma frequéncia aumentada em doentes de COPD em comparagac com
controlos saudaveis. Isto dimplica um papel funcional para o
polimorfismo do promotor de IL-13 no risco aumentado para
desenvolver COPD (Kraan et al., Genes and Immunity 2002 3: 436-
439). Além disso, um numero aumentado de células positivas para
IL-13 e IL-4 foi observado em fumadores com bronguite crdnica em
comparagao com fumadores assintomaticos (Miotto et al., Eur.
Resp. J. 2003 22: 602-608). No entanto, um estudo recente para
avaliar o nivel de expressao de IL-13 em pulmdes de doentes com
enfisema grave nao encontrou associagao entre os niveis de IL-13

e a doencga (Boutten et al., Thorax 2004 59: 850-854).

Doencas alérgicas incluindo dermatite atdépica e rinite

alérgica

A IL-13 também foi implicada em disturbios atdépicos, tais
como rinite atdpica e dermatite atdpica. A rinite alérgica é a
doenca atépica mais comum nos Estados Unidos e estima-se que
afecte até 25% de adultos e mais de 40% de criangas. Ha uma

relagao intima entre rinite alérgica e asma. Ambos os estados
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partilham  imunopatologias e patofisiologias comuns; estes
possuem processos imunoldgicos semelhantes em que eosindfilos e
linfécitos Th2 em tecido nasal e brdnquico desempanham uma
fungao. Cré-se que a producao excessiva de citocinas Th2,
particularmente a IL-4 e IL-5, seja fundamental na patogénese da
doenga alérgica. A IL-13 partilha muitas caracteristicas e
fungdes efectoras com IL-4 e isto, combinado com a sobreposicgao
funcional na utilizacao do receptor de IL-4 e IL-13, componentes
de sinalizagao intracelular e organizacao genética, proporciona
evidéncia convincente (embora indirecta) de uma fungao de IL-13
na promogac ou manutengao de hipersensibilidade imediata humana
in vivo. Isto foi corroborado por Li et al., (Li et al., J.
Immunol. 1998 161: 7007) que demonstraram gue individuos
atdépicos com rinite alérgica sazonal apresentaram respostas de
IL-13 significativamente mais fortes em resposta a activagéo

dependente de Ag, mas nao policlonal.

A dermatite atdépica €é uma doenca de pele inflamatéria
recidivente, c¢rdnica, comum, altamente pruriginosa. A pele da
lesao de doentes com dermatite atdépica é caracterizada
histologicamente por um infiltrado de células T inflamatérias
que, durante as fases agudas, esta associado com uma
predomindncia da expressao de IL-4, IL-5 e IL-13 (Simon et al.,
J. Allergy Clin. Immunol. 2004 114: 887; Hamid et al., J.
Allergy Clin. Immunol. 1996 98: 225). Além disso, Tazawa et al.,
demonstraram que o mRNA de IL-13 (mas nao de 1IL-4) esta
significativamente suprarregulado em lesbes de pele sub-agudas e
crénicas de doentes com dermatite atdpica (Tazawa et al., Arch.
Derm. Res. 2004 296: 459). A frequéncia de células T CD4+ e CD8+
circulantes que expressam IL-13 esta também significativamente
aumentada nesses doentes (Aleksza et al., British J. Dermatol.

2002 147: 1135). Cré-se gque esta actividade de IL-13 aumentada
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resulte em niveis aumentados de IgE sérica, contribuindo desse
modo para a patogénese de dermatite atdépica. Além disso, a
produgao aumentada de IL-13 por células T CD4+ neonatais € um
marcador Util para identificar recém-nascidos sob risco de
desenvolvimento subsequente de doengas alérgicas, esp. dermatite
atépica (Oshima et al., Pediatr. Res. 2002 51: 195). A evidéncia
adicional para a importédncia de IL-13 na etiologia de dermatite
atdépica foi proporcionada por Simon et al., J. Allergy Clin.
Immunol. 2004 114: 887); tratamento tdépico com pomada de
tacrolimus (uma farmaco imunossupressor que 1inibe as vias de
sinalizacao intracelular para a produgao de citocina) resultou
na melhora significativa clinica e histoldgica de lesbes de pele
atdépicas acompanhadas por significativas redugdes na expressao
local de c¢itocinas Thz, incluindo IL-13. Além disso, foi
demonstrado que IL-13 Ral (uma proteina de superficie celular
que, Jjuntamente com IL-4Rc, forma um receptor funcional para IL-
13) ¢é sobreexpresso em dgueratindcitos suprabasais na pele de
doentes com dermatite atdépica e a IL-13 foi capaz de
sobrerregular o mRNA de IL-13 Rol in vitro (Wongpiyabovorn et
al., J. Dermatol. Science 2003 33: 31). Estes dados indicam
colectivamente que intervengdes direcionadas para IL-13,
incluindo um anticorpo monoclonal contra IL-13, podem
proporcionar uma abordagem eficaz para o tratamento de doenga

alérgica humana.

Eosinofilia esofigica

A acumulacao de eosindéfilos no eséfago é um problema médico
comum em doentes com diversas doencgas, incluindo doenga de
refluxo gastro-esofagico, esofagite eosinofilica, gastroenterite

eosinofilica e 1infecgdes parasiticas. A eosinofilia esofagica
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esta associada com respostas alérgicas e a exposicgdo repetida de
murganhos a aeroalergéneos estabeleceu uma ligagao entre a
inflamagao de via respiratdéria alérgica e a eosinofilia
esofagica. Cré-se que as células Th2 induzem inflamacao
associada a eosindéfilos através da secrecadao de um conjunto de
citocinas incluindo IL-4 e IL-13 que activam vias inflamatérias
e efectoras tanto directamente como indirectamente. A IL-13
parece ser particularmente importante porque ela é produzida em

gquantidades elevadas por células Th2 e regula caracteristicas

miltiplas de doencas alérgicas (e. g., a produgao de IgE,
superprodugao de muco, recrutamento e sobrevivéncia de
eosindéfilos e hiperreactividade da via respiratédria). Os

eosindéfilos podem gerar IL-13 activa funcionalmente  apds
exposigcdo a GM-CSEF e/ou IL-5 sob condigdes in vitro, ex vivo e
in vivo em respostas inflamatdrias eosinofilicas.
(Schmid-Grendelmeier J. Immunology 2002 169: 1021-1027). A IL-13
distribuida para o pulmdo de murganhos do tipo selvagem
deficientes em IL-5 ou eotaxina, STAT-6, por administracao
intratraqueal, estabeleceu que a inflamacgao pulmonar,
desencadeada por IL-13, estd associada com o desenvolvimento de
eosinofilia esofagica (Mishra et al., Gastroenterol. 2003 125:
1419). Em conjunto, esses dados proporcionam evidéncia de uma

fungédo de IL-13 na eosinofilia esoféagica.

Indicagdes oncoldgicas

Uma outra area importante de interesse esta em utilizar
IL-13 ou receptores de IL-13 para inibir o crescimento de certos
tipos de tumores. Cré-se que as defesas do hospedeiro mediadas
por células T do tipo 1 medeiam a rejeicédo oéptima a tumor

in vivo e o desvio para uma resposta do tipo Th2 pode contribuir
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para bloquear a rejeigdo a tumor e/ou a promogado de recorréncia
de tumor (Kobayashi M et al., J. Immunol. 1998 160: 5869).
Muitos estudos em animais utilizando linhas de células de tumor
transplantaveis apoiam esta noc¢do demonstrando que Staté, IL-4 e
IL-13 (produzidas em parte por células NKT) foram capazes de
inibir a rejeig¢ao de tumor (Terabe et al., Nat. Immunol. 2000 1:
515; Kacha et al., J. Immunol. 2000 165: 6024-28;
Ostrand-Rosenberg et al., J. Immunol. 2000 165: 6015). Cré-se
gque a potente actividade antitumor na auséncia de Stat-6 é
devida ao aumento da producao de IFNg especifico para tumor e a
actividade de CTL. Além disso, foi demonstrado gque uma perda de
células  NKT reduz a producao de IL-13 com um aumento
concomitante na recorréncia de tumor, indicando que a IL-13
produzida, em parte, por células NKT, ¢é importante para a
imunovigildncia (Terabe et al., Nat. Immunol. 2000 1: 515).
Deste modo, estas observagdes sugerem que inibidores de IL-13 ou
novos antagonistas de IL-13 incluindo o mAb para IL-13, podem
ser eficazes como imunoterapéuticos de cancro interferindo com a
actividade regulatdéria negativa de IL-13 na sobrerregulagao de

respostas imunitarias a células tumorais.

Além do reforgo das defesas antitumorais associadas a Th do
tipo 1, inibidores de IL-13 podem também ser capazes de bloguear
0 crescimento celular tumoral mais directamente. Por exemplo, na
leucemia linfocitica crdénica de células B (B-CLL) e doenca de
Hodgkin, a IL-13 ou bloqueia a apoptose ou  promove a
proliferagao celular tumoral (Chaouchi et al., Blood 1996 87:
1022; Kapp et al., J. Exp. Med. 1999, 189: 1939). A B-CLL é uma
doenca clinicamente heterogénea, gque tem origem em linfdcitos B,
que envolvem deficiéncia apoptdética em células leucémicas. Nao
se cré que a IL-13 actue como um factor de crescimento directo,

mas que protege células tumorais de apoptose espontédnea in vitro
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(Chaouchi et al., Blood 1996 87: 1022; Lai et al., J. Immunol.
1999: 162: 78) e que pode contribuir para a B-CLL evitando a

morte celular neoplasica.

A doenca de Hodgkin é um tipo de linfoma que afeta
primariamente adultos Jjovens e representa cerca de 7500 casos
por ano nos Estados Unidos. O cancro ¢é caracterizado pela
presencga de células de Hodgkin/Reed-Sternberg (H-RS)
multinucleadas grandes. Na grande maioria dos casos, a populagao
de células malignas surge a partir de células B. Muitas
linhagens celulares derivadas de doenca de Hodgkin, assim como
tecido de génglio linféatico obtido de doentes com linfoma de
Hodgkin, sobre-expressam IL-13 e/ou receptores de IL-13. (Kapp
et al., J. Exp. Med. 1999, 189: 1939; Billard et al. Eur.
Cytokine Netw. 1997; 8: 19; Skinnider et al., Blood 2001; 97:
250; Oshima et al., Cell Immunol. 2001; 211: 37). Demonstrou-se
que mAb anti-IL-13 neutralizadores ou antagonistas de IL-13
inibem a proliferagdao de células H/RS de um modo dependente da
dose (Kapp et al., J. Exp. Med. 1999, 189: 1939; Oshima et al.,
Cell Immunol. 2001; 211: 37). De modo semelhante, a distribuicao
do receptor chamariz IL-13Ra2 sollvel para murganhos NOD/SCID
com uma linha de células 1implantadas derivadas da doenca de
Hodgkin retardou o inicio e crescimento de tumor e melhorou a
sobrevivéncia, demonstrando que a neutralizacao de IL-13 pode
suprimir o crescimento de linfoma de Hodgkin in vitro e in vivo
(Trieu et al., Cancer Research 2004, 64: 3271). Colectivamente,
estes estudos indicam que a IL-13 estimula a proliferacgao de
células H/RS de um modo autdcrino (Kapp et al., J. Exp. Med.
1999, 189: 1939; Oshima et al., Histopathology 2001; 38: 368).

A neutralizagao de 1IL-13 pode, portanto, representar um

tratamento eficaz e atractivo para a doenga de Hodgkin e outros
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cancros associados as células B pela inibicdo de crescimento
celular tumoral enquanto, ao mesmo tempo, melhora as defesas

antitumorais.

Doencas Intestinais Inflamatédrias

H& uma possivel funcdo para IL-13 na patogénese de doenca
intestinal inflamatéria (IBD). A doenga intestinal inflamatdria
compreende varias doencas classificadas clinicamente como colite
ulcerativa, doenga de Crohn e <colite indeterminada. A sua
principal manifestacdao é inflamacgdo intestinal crdénica devido a
uma resposta imunitaria exagerada com um desequilibrio na
activacao de linfdécitos Thl e Th2 na mucosa intestinal. Isto foi
demonstrado em modelos animais da doenga de Crohn (Bamias et
al., Gastroenterol 2005; 128: 657) e de colite wulcerativa
(Heller et al., Immunity 2002; 17: 629). A neutralizagao de
IL-13 por administragao de IL-13Ra2-Fc evitou a colite num
modelo de Th2 de murino da colite ulcerativa humana (Heller et
al., Immunity 2002; 17: 629). Além disso, a producgao de IL-13
substitul rapidamente a de IL-4 neste modelo e a produgao de IL-
13 pode ser induzida por estimulacao de células NKT, sugerindo
gque a lesao tecidual pode resultar de actividade tdéxica de IL-13
nas células epiteliais. Ha alguns dados humanos para apoiar
estas observagbes: a frequéncia de amostras de bidpsia rectal
positiva para IL-13 de doentes com colite ulcerativa foi
significativamente maior do que a de individuos controlo,
inflamatérios e nao inflamatdérios, e uma alta taxa de expressao
de IL-4 e IL-13 foi observada na colite ulcerativa aguda e nao
aguda (Inoue et al., Am. J. Gastroenterol 1999; 94: 2441). Além
disso, Akido et al., caracterizaram a actividade imunitdaria na

musculatura externa de segmentos intestinais de doentes com
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doenga de Crohn e verificaram que IL-4 e IL-13 mediavam a
hipercontratibilidade das células de musculo intestinais através
de uma via STAT-6. A requerente concluiu que esta via pode
contribuir para a hipercontratibilidade de misculos intestinais
na doenca de Crohn (Akiho et al., Am. J. Physiol. Gastrointest.
Liver Physiol. 2005; 288: 619).

Assim, um mAb IL-13, possivelmente em combinagcao com

moléculas direcionadas a outras citocinas, pode proporcionar uma

abordagem para interromper ou diminuir a progressao de IRD.

Psoriase e Artrite Psoriatica

A psoriase é uma doenga de pele crénica caracterizada por
hiper-proliferagao de queratindécitos e por um infiltrado celular
imunoldgico, incluindo c¢élulas T activadas, produzindo varias
citocinas que podem influenciar o fendétipo de queratindcitos
epidérmicos. A CDw60 € uma molécula portadora de hidrato de
carbonos que ¢é sobrerregulada na superficie de queratindcitos
basais e suprabasais psoridaticos de pele psoriatica. Demonstrou-
se que a IL-4 e a IL-13 secretadas por células T derivadas de
lesbes psoriaticas sobrerregulam fortemente a expressdo de CDw60
em gueratinécitos, (Skov et al., Am. J. Pathol. 1997; 15: 675),
enquanto o 1interferao-gama Dblogqueou a indugao mediada por
IL-4/1IL-13 de CDw60 em queratindcitos em cultura (Huang et al.,
J. Invest. Dermatol. 2001; 116: 305). Assim, <cré-se que a
expressao de CDw60 em queratindcitos epidérmicos psoriaticos
seja induzida, pelo menos, em parte, por IL-13 secretada por
células T activadas na lesao. Além disso, IL-13 Ral e IL-4Ro, as
proteinas de superficie celular gue em conjunto formam um

complexo receptor para IL-13 sao exprestas diferentemente em
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bidpsias de pele de doentes com e sem psoriase (Cancino-Diaz
et al., J. Invest. Dermatol. 2002; 119: 1114; Wongpiyabovorn
et al., Dermatol. Science 2003; 33: 31) e experiéncias in vitro
demonstraram dque IL-13 (mas nao IL-4) poderia sobrerregular a
expressao de IL-13Ral (Wongpiyabovorn et al., Dermatol. Science
2003; 33: 31). Ja que IL-13 tem um efeito numa variedade de
tipos celulares, estes estudos sugerem que o receptor de IL-13

pode ter uma parte no processo inflamatdério inicial da psoriase.

A artrite psoriatica ¢é caracterizada por sinovite que &
mediada tanto por citocinas pré-inflamatdrias como por
anti-inflamatérias. A fungdo de IL-13 em varias formas de
artrite tem recebido maior interesse. Spadaro et al., observaram
niveis significativamente maiores de IL-13 no liguido sinovial
de doentes com artrite psoridtica e artrite reumatdide do que em
doentes com osteocartrite. Além disso, os niveis no 1liquido
sinovial de IL-13 estavam significativamente maiores que os do
soro de doentes com artrite psoriatica e a proporcao de liquido
sinovial/soro de IL-13 foi notavelmente maior no grupo com
artrite psoridtica gue no grupo com artrite reumatdide,
sugerindo um possivel papel para a IL-13 produzida localmente em
tecidos sinoviais de doentes com artrite psoriatica (Spadaro

et al., Ann. Rheum. Dis. 2002; 6l1: 174).

Potencial funcdo de IL-13 noutros estados

A doenga aguda enxerto-versus-hospedeiro é uma causa séria
de morbidez e mortalidade apds transplante de células estaminais
e estd directamente relacionada com o grau de incompatibilidade
com o antigénio de leucdcito humano (HLA) entre dador e

receptor. Jordan et al., identificaram primeiro o IL-13 como uma
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citocina TH2 tipica que é produzida abundantemente durante MLR
(reacao de 1linfécitos mistos; um ensaio in vitro para ajuste
fino de seleccadao de dador apds tipagem de HLA inicial) nao
relacionadas, nao coincidentes (Jordan et al., J. Immunol.
Methods; 2002; 260: 1). O mesmo grupo mostrou subsequentemente
que a producadao de IL-13 por células-T do dador prevé a doenca
aguda de enxerto-versus-hospedeiro (aGVHD) apds transplante de
células estaminais de dador nao relacionado (Jordan et al.,
Blood 2004; 103: 717). Todos os doentes com aGVHD grave de dgrau
III, apds transplante de células estaminais, tiveram dadores que
produziram respostas de IL-13 pré-transplante muito elevadas,
demonstrando uma ligacao significativa entre os niveis de IL-13
e aGVHD e aumentando a possibilidade de que IL-13 possa ser
directamente responsavel por parte da patologia associada a
aGVHD. Consequentemente, uma terapia Dbaseada no bloqueio
especifico de IL-13 pode ser 0Gtil para o tratamento de aGVHD

pdés-transplante de células estaminais.

A nefropatia diabética é uma das principais causas de doenca
renal de estadio terminal no mundo ocidental. Embora, a
incidéncia de nefropatia devido a diabetes tipo 1 esteja a
diminuir, a diabetes mellitus tipo 2 é agora a causa singular
mais comum de insuficiéncia renal nos EUA, Japao e Europa. Além
disso, esse grupo de doentes tem um progndstico muito fraco em
didlise de manutengdo devido a mortalidade extremamente alta
causada por eventos cardiovasculares. Estda cada vez mais claro
que mudancas hemodindmicas, metabdlicas e estruturais estéao
interligadas e foram identificadas varias enzimas, factores de
transcrigao e factores de crescimento gque tém um papel na
patogénese desta doenga. Particularmente, a TGF-B é importante
no desenvolvimento de hipertrofia renal e acumulacgaoc de

componentes de matriz extracelular e é considerada a citocina
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pivd na mediacdo da formagdo de colageno no rim (Cooper.
Diabetologia 2001; 44: 1957; Wolf. Eur. J. Clin. Invest. 2004;
34 (12): 785). Na nefropatia diabética humana e experimental, a
bicactividade de TGF-1 esta aumentada e a administracao de
anticorpos de TGF-Bf1 a murganho diabético levou a melhoria na
fungao renal e acumulacgao reduzida de matriz extracelular. Foi
recentemente demonstrado que a IL-13, num modelo de murganho
transgénico de fibrose pulmonar, mediava os seus efeitos, pelo
menos, em parte, pela regulagao da produgao e activacao de
TGF-R1 e deposicdo de coldgeno (Lee et al., J. Exp. Med. 2001;
194: 809; Zhu et al., J. (Clin. Invest. 1999; 103: 779),
estabelecendo, desse modo, uma ligacao funcional directa entre
IL-13 e TGF-PR. Consequentemente, pode ser prevista uma fungao
semelhante para IL-13 na regulagao da actividade de TGF-bl no
rim diabético e as intervencgdes direcionadas por IL-13 poderiam

potencialmente ter uma funcao na gestao da nefropatia diabética.

Estudos Fibrdéticos

A fibrose pulmonar é uma estado de cicatrizacdao dos pulmbes
inadequada e prejudicial, levando a deficiéncia e frequentemente
a morte. O termo abrange uma variedade de doengas diferentes com
etiologias, patologias e respostas ao tratamento distintas. Em
alguns casos, a causa da fibrose ¢é identificada. As causas
incluem: (1) material pré-fibrdético inalado tal como amianto ou
silicio, ou pd metdlico duro (2) material orgénico inalado ao
qual o doente tem uma resposta imunoldgica idiossincratica
levando a fibrose (e. g., pulmdo de agricultor) (3) farmacos,
tal como nitrofurantoina, amiodarona e metotrexato (4) em
associagado com uma doenca inflamatdria sistémica, tal como

Esclerose Sistémica ou Artrite Reumatdide.
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No entanto, em muitos casos, nenhuma causa ou estado latente
é identificada. Muitos destes doentes sao diagnosticados com
fibrose pulmonar idiopatica (IPF) . Esta é uma doencga
relativamente rara (prevaléncia de 20/100000). O diagndstico é
baseado na auséncia de uma causa identificada combinada com
certas caracteristicas radioldgicas e patoldgicas,
particularmente dividindo em forma de favo no CT ou bidpsia de
pulmao. A doenga é geralmente vista em doentes mais velhos (>50)
e frequentemente segue um curso implacavel de comprometimento
pulmonar progressivo levando a morte, com a sobrevivéncia média
prevista de 2-5 anos. Além disso, os doentes tém a experiéncia
mais desagradavel de falta de ar que progride por meses ou anos.
Isto inicialmente restringe a actividade fisica, mas na fase
terminal - que pode durar muitos meses - o doente estd sem

fé6lego mesmo em repouso e, além disso, é dependente de oxigénio.

Actualmente nao existe tratamento satisfatdério para esta
doenga. O tratamento actual geralmente tem a forma de
corticosterdides e imunossupressores tal como azatioprina. No
entanto, o0s corticosterdides podem ser ineficazes em muitos dos
doentes e o0s seus efeitos colaterais podem tornar a situacgao
pior. Ha muitos tratamentos potenciais sob investigacgao
incluindo interferdao gama, dgque mostrou uma tendéncia a melhorar

a sobrevivéncia num grande estudo recente, e a perfenidona.

Existe evidéncia dque 1IL-13 e citocinas associadas com o
fenétipo Th2 estejam envolvidas no processo de fibrose na
reparagao de tecidos (Wynn T.A., Nat. Rev. Immunol. 2004 4: 583-
594,; Jakubzick et al., Am. J. Pathol. 2004 164(6c): 1989-2001;
Jakubzick et al., Immunol. Res. 2004 30 (3): 339-349; Jakubzick

et al., J. Clin. Pathol. 2004 57: 477-486). A IL-13 e a IL-4
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foram implicadas numa variedade de estados fibrdéticos. A fibrose
hepatica induzida por Schistosoma parece ser dependente de IL-13
e ha evidéncia limitada de gque IL-13 esteja envolvida na
patogénese de escleroderma (Hasegawa et al., J. Rheumatol. 1997
24 328-332; Riccieri et al., Clin. Rheumatol. 2003 22:
102-106) .

Em termos de fibrose pulmonar, os estudos in vitro mostraram
que IL-13 promove um fendtipo fibrogénico. Estudos animais
mostraram niveis elevados de expressao de IL-13 em modelos de
fibrose 1induzidos artificialmente e que a fibrose pode ser

reduzida pela eliminagao de IL-13.

A IL-13 promove um fendtipo fibrético. A nivel celular,
existem muitos mecanismos pelos quais a IL-13 pode promover a
fibrose. As vias de sinalizacdo e a importancia desses varios

mecanismos nao estao bem definidos.

Existe evidéncia de que a IL-13 actua no fibroblasto tanto
para promover a producao de colagénio como para inibir a sua
decomposigao, favorecendo assim um fendétipo fibrdético. Os
fibroblastos de pele possuem receptores de IL-13 e a exposicgao
de fibroblastos de pele em cultura a IL-13 leva a
sobrerregulacao de producao de colagénio (Oriente et al.,
J. Pharmacol. Exp. Ther. 2000 292: 988-994). A IL-4 também tem
um efeito semelhante, mas mais transitdério. Uma linhagem celular
de fibroblasto pulmonar humano (ICIG7) expressa o receptor de
IL-4 do tipo II (Jinnin et al., J. Biol. Chem. 2004 279: 41783-
41791). A exposigao destas células a IL-13 promove a secregao de
uma variedade de mediadores inflamatdérios e proé-fibroéticos:
GM-CSF, G-CSF, integrina VCAM beta 1 (Doucet et al., Int.

Immunol. 1998 10(10): 1421-1483).
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A IL-13 inibe a produgao de proteina de metaloproteinases 1
e 3 de matriz induzida por IL-la por fibroblastos de pele que
tenderiam a reduzir a decomposicao da matriz EC (Oriente et al.,
J. Pharmacol. Exp. Ther. 2000 292: 988-994). A 1IL-13 actua
sinergisticamente com a TGF-B em fibroblastos humanos obtidos
por bidpsia de vias respiratdérias asmaticas para promover a
expressao do inibidor tecidual de metaloproteinase 1 (TIMP-1). A
decomposigao da matriz extracelular é promovida por
metaloproteinases de matriz, que sao inibidas por TIMP-1. Esta
acgcao de IL-13 poderia assim, tender a reduzir a degradacgao da
matriz (Zhou et al., Am. J. Physiol. Cell. Physiol. 2005 288:
C435-C442).

A sobre-expressao de IL-13 em murganhos transgénicos leva a
fibrose subepitelial, hipertrofia celular epitelial, hiperplasia
de célula caliciforme, deposigdo de cristal (gquitinase acida de
mamifero), hiperresponsividade de vias respiratdérias, fibrose
intersticial, hipertrofia celular tipo 2 e acumulagao de agentes
tensioativos (Zzhu et al., J. Clin. Invest. 1999 103(6):
779-788) .

Diferentes estirpes de murganhos tém diferentes
susceptibilidades a fibrose pulmonar induzida por bleomicina. Os
murganhos C57B1/6J, que Sao susceptiveis, apresentam
sobrerregulacdao rapida de 1IL-13, IL-13Rax e IL-4 (assim como,
TGFpB, TNFRax e IL1R) em resposta a bleomicina. Os murganhos
BALB/c, gue nao sao susceptiveis, nao mostram a sobrerregulacao

de IL-13.

Belperio et al., (Am. J. Respir. Cell Mol. 2002 27: 419-427)

estudaram a expressao e fungao de IL-13, IL-4 e da gquimiocina
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CC C10 num modelo de fibrose por Dbleomicina em murganho. Os
niveis teciduais pulmonares tanto de IL-13 como de IL-4
aumentaram em resposta a bleomicina. A neutralizagdo anterior de
IL-13 utilizando anticorpos policlonais anti-IL-13 reduziu
significativamente a fibrose pulmonar em resposta a bleomicina
como avaliado por niveis de hidroxiprolina pulmonar. Apesar da
expressao aumentada de IL-4 no mesmo modelo, a neutralizacgao de

IL-4 nao teve efeito na fibrose pulmonar.

Num outro modelo de fibrose pulmonar aguda induzida por FITC
no murganho BALB/c, a auséncia de IL-13 (em murganhos
silenciados), mas nao de IL-4, ©protegeu contra a fibrose
pulmonar. Ndo ha protecgdao adicional de silenciamento de IL-4 em
silenciados de IL-13 (Kolodsick et al., J. Immunol. 2004 172:
4068-4076). O efeito protector da auséncia de IL-13 nao é devido
a uma diferenga no recrutamento celular para o pulmao: em todos
os silenciados e BALB/c os numeros de células totais recrutadas
sao semelhantes e, entadao, o componente inflamatdério inicial
parece nao ser afectado. O recrutamento de eosindéfilos é menor
em silenciados de IL-4 e IL-13 em comparacao com BALB/c, mas ja
que os IL-4 -/- nao foram protegidos contra a fibrose, isto néo
pode explicar a diferenga na fibrose. Talvez surpreendentemente,
ndo houve diferenga nos niveis de citocinas entre IL-13 +/+ e
-/-, incluindo para IL-10, MCP-1, interferdo gama, TGF-i. Além
disso, o mesmo numero de fibroblastos foi isolado de pulmbes dos
diferentes animais pdés-FITC, mas nos murganhos IL-13 -/- a
producao de colagénio I foi reduzida. Isto indica que a perda de
IL-13 nao esta simplesmente a prevenir a resposta inflamatédria,
mas, em vez disso, tem uma funcao anti-fibrdética mais
especifica. Fol sugerido que IL-13 poderia exercer seu efeito
fibrético através de TGF-i1i (Lee et al., J. Exp. Med. 2001; 194:

809-821). No entanto, neste modelo de FITC a expressao de TGF-1i
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nao fol reduzida em murganhos silenciados para IL-13.

Pode-se esperar que a 1interleucina 4 exerca um efeito
semelhante como IL-13 Jja que ambas actuam através do mesmo
receptor. A IL-4 é significativamente sobrerregulada nos pulmdbes
de murganhos com fibrose pulmonar induzida por Dbleomicina
(Gharaee-Kermani et al., Cytokine 2001 15: 138-147). No entanto,
comparando a fibrose pulmonar induzida por Dbleomicina em
murganhos C57BL6/J que sobre-expressam I1IL-4, os silenciados IL-4
e selvagens, Izbicki et al., (Am. J. Physiol. Lung Cell Mol.
Physiol. 2002 283(5): L1110-L1116) nao encontraram evidéncia de
que IL-4 estivesse envolvida na fibrose pulmonar. A fibrose nao
foi reduzida em silenciados de 1IL-4 e o0s murganhos sobre-

expressando IL-4 aumentaram os niveis de fibrose.

Os niveis de citocina BAL de IL-13 estao significativamente
elevados em doentes com uma variedade de formas de fibrose
pulmonar, embora com variabilidade consideravel. A expressao de
IL-13 é sobrerregulada significativamente em macroéfagos

alveolares obtidos de doentes com fibrose pulmonar.

A  evidéncia c¢linica mais forte vem da pesquisa na
Universidade de Michigan. Jakubzick e colegas estudaram a
expressao génica de IL-13 e de IL-4 e dos seus receptores em
bidépsias pulmonares cirurgicas de doentes com fibrose pulmonar.
A expressao génica de IL-13 é notavelmente maior em amostras de
pulmao afectado por IPF que em pulmdao de normais ou de outros
estados fibréticos pulmonares. Os fibroblastos cultivados de
doentes com IPF/UIP mostram a expressao aumentada do receptor de
IL-13 e de IL-4, em comparagao com bidépsias obtidas de tecido e
fibroblastos de doentes com pulmbdes normais ou outras formas de

fibrose pulmonar. Em particular, os focos fibroblasticos, gque
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presumivelmente sao o epicentro de actividade da doenga, coram
particularmente forte para esses receptores (Jakubzick et al.,
J. Immunol. 2003 171: 2684-2693; Jakubzick et al., Am. J.
Pathol. 2003 162: 1475-1486; Jakubzick et al., Am. J. Pathol.
2004 164(6): 1989-2001; Jakubzick et al., Immunol. Res. 2004
30(3): 339-349; Jakubzick et al., J. C(Clin. Pathol. 2004 57:
477-486) .

Existe boa evidéncia in vitro de que as citocinas Th2, em
geral e IL-13, em particular, promovem um fendtipo
pré-fibrdético. Em, pelo menos, 2 modelos animais foil demonstrado
que a fibrose 1induzida quimicamente pode ser reduzida pela
eliminagcao de IL-13 (em silenciado génico ou por anticorpos
anti-IL-13). Algumas evidéncias indicam que IL-13 é mais
importante na promogao de fibrose pulmonar que IL-4. A evidéncia
clinica para a funcdao de IL-13 na fibrose pulmonar sugere gue
IL-13 e o0s seus receptores nao sao regulados nos pulmdes de

doentes com IPF.

Um numero crescente de dados sugere uma fungdao importante
para terapias baseadas em IL-13 para o tratamento de uma
variedade de estados fibrdéticos, incluindo fibrose hepatica
induzida por esquistossomose e varias formas de fibrose pulmonar

(e. g., IPF [discutido noutro lugar], escleroderma).

As experiéncias em que IL-4 e IL-13 foram inibidas
identificaram separadamente IL-13 como a citocina efectora
dominante de fibrose em muitos modelos (Chiaramonte et al., J.
Clin. Invest. 1999 104: 777-785; Blease et al., 32: 1104). Na
esquistossomose, embora a resposta inflamatdéria induzida por ovo

nao seja afectada pelo Dbloqueio de 1IL-13, a deposicao de
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colagénio diminuiu mais de 85% em animais infectados
cronicamente (Chiaramonte et al., J. Clin. Invest. 1999 104:
777-785; Chiaramonte et al., Hepatology 2001 34: 273) apesar da

producao continuada e nao diminuida de IL-4.

A sequéncia de aminoadacidos para hIL-13 é apresentada como
SEQ ID N°: 9. (Esta ¢é a seguéncia proteica madura, isto &,

nenhuma sequéncia sinal esta presente).

Um cDNA codificando hIL-13 é apresentado na SEQ ID N°: 10.
(Esta é a sequéncia de DNA para a sequéncia proteica madura,

isto é, nenhuma sequéncia sinal estd presente).

Recentemente, foram descritas vacinas gque aumentam respostas
imunitdrias contra IL-13 para o tratamento de asma (documento
WO 02/070711). Uma fungdo para IL-13 na sensibilizacdo da pele
para alergéneos ambientais também foi descrita recentemente
(Herrick et al., The Journal of Immunology, 2003, 170: 2488-
2495) .

A presente invencg¢ao proporciona, inter alia, um anticorpo
referido como 6Al. Como demonstrado a seguir, a ligagcao de 6Al
com hIL-13 parece dependente da presenca de arginina na posigao
107 da SEQ ID N°: 9. A arginina na posicao 107 da SEQ ID N°: 9 é
relatada como sendo um residuo importante envolvido na
interacgao hIL-13/hIL-13R. Thompson J. P e Debinski W (1999) J.
Biol. Chem., 24(42): 29944-29950 disseram *“Foi verificado que os
dcidos glutédmicos nas posigdes 13 e 16 na o-hélice A hIL13,
arginina e serina nas posicgbes 66 e 69 na hélice C, e arginina
na posicdo 109 na hélice D eram importantes na indugao de
sinalizacdao bioldégica uma vez gue a sua mutagao especifica

resultou na perda e/ou ganho do fendmeno da fungao.” (Ver resumo
25



e divulgacao completa). A arginina na posicao 109 deste artigo é
equivalente a 107 na SEQ ID N°: 9 da presente descricao devido a
uma abordagem de numeragao diferente utilizada pela presente
requerente em relagcdo aquela utilizada pelos autores deste
artigo. Assim a ligagdao de ©6A1 com hIL-13 envolve um dos
residuos em hIL-13 previamente identificados como sendo
importantes na interacgao hIL-13/hIL-13R e, portanto, a

sinalizagdo bioldgica da via de IL-13.

Resumo da Invencgao

A presente invengao proporciona, portanto, um anticorpo
terapéutico ou um seu fragmento de ligacao a antigénio que se
liga especificamente a hIL-13 e inibe a interacg¢ao entre hIL-13
e hIL-13R e compreende a seguinte CDRH3: SEQ ID N°:3. Esta
inibig¢do inclui, mas nado esta limitada a, inibigcdo competitiva.
Em certas formas de realizacao, os anticorpos da invencgao
inibem, pelo menos, a interacgao entre hIL-13 e hIL-13R mas
podem também bloguear a interacg¢ao entre hIL-13 e hIL-13R,

desacoplando, deste modo, a via de sinalizagdoi hIL-13/hIL-13R.

O termo “liga-se especificamente”, como utilizado por ao
longo da presente descrigcao em relagcao a anticorpos e seus
fragmentos de ligagdao a antigénio da invencéao, significa que o
anticorpo liga-se a hIL-13 com nenhuma ou insignificante ligacgao
a outras proteinas humanas e, em particular, IL-4 humana. O
termo contudo nao exclui o facto de qgque os anticorpos da
invengao também podem reagir de forma cruzada com IL-13 de

cinomélogo.
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Noutro aspecto do pedido ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico ou seu fragmento de ligacdao a antigénio que se liga
especificamente a hIL-13 e compreende uma CDRH3 que ¢é uma
variante da sequéncia apresentada na SEQ ID N°: 3, em gue um ou
dois residuos na referida CDRH3 da referida variante difere do

residuo na posigao correspondente na SEQ ID N°: 3.

Noutro aspecto da presente invencdao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico ou seu fragmento de ligacao a antigénio
que se liga especificamente a hIL-13 e compreende as seguintes

CDR:

CDRH1: SEQ ID N°:
CDRHZ2: SEQ ID N°:
CDRH3: SEQ ID N°:
CDRL1: SEQ ID N°:
CDRL2: SEQ ID N°:

SN xS W NN

CDRL3: SEQ ID N°:

Ao longo desta descrigao, os residuos de aminocdcidos em
sequéncias de anticorpos sao numerados de acordo com © esquema
de Kabat. De modo semelhante, os termos “CDR”, “CDRL1”, *“CDRL2",
“CDRL3"”, *“CDRH1”, “CDRH2"”, *“CDRH3” seguem o sistema de numeracgao
de Kabat como apresentado em Kabat et al., Sequences of proteins
of Immunological Interest NIH, 1987. *“CDRH1” é tomada por ser o
trecho de sequéncia que inclui tanto a definigcao de Kabat de
CDRH1 (residuos 31-35B) como também a definigcao de CDRH1 de
Chothia (Chothia et al., (1989) ; Conformations of
immunoglobulins hypervariable regions; Nature 342: 877-883) que
compreende Kabat 26-32. Deste modo, o0 que se segue define as CDR

de acordo com a invencao:
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CDR: Residuos

CDRH1: 26-35B
CDRHZ2: 50-65
CDRH3: 95-102
CDRL1: 24-34
CDRL2: 50-56
CDRL3: 89-97

Noutro aspecto da invengao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico ou seu fragmento de ligagao a antigénio
compreendendo um dominio VH possuindo a sequéncia mostrada na
SEQ ID N°: 7 e um dominio VL possuindo a sequéncia mostrada na

SEQ ID N°: 8.

Noutro aspecto da invengao é proporcionado um dominio VH
isolado de um anticorpo compreendendo (ou consistindo
essencialmente em, ou consistindo em) SEQ ID N°: 7 ou 11, 12,

13, 14.

Noutro aspecto da invengcao € proporcionado um anticorpo
terapéutico ou seu fragmento de ligacgao a antigénio
compreendendo um dominio VH selecionado do grupo consistindo em

SEQ ID N°: 7 ou 11, 12, 13, 14.

Noutro aspecto do presente pedido € proporcionado um
anticorpo terapéutico ou seu fragmento de ligagao a antigénio
que inibe competitivamente a ligagao do anticorpo terapéutico

compreendendo a CDRH3 de SEQ ID N°: 3 a hIL-13.

Noutro aspecto do pedido ¢é proporcionado um anticorpo

terapéutico ou seu fragmento de ligacdao a antigénio que 1inibe
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competitivamente a ligacao do anticorpo terapéutico

compreendendo CDR de SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6 a hIL-13.

Noutro aspecto do pedido é proporcionado um anticorpo
terapéutico ou seu fragmento de ligacdao a antigénio que inibe
competitivamente a ligacao do anticorpo terapéutico
compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 18 e uma cadeia
leve de SEQ ID N°: 22 para hIL-13.

De acordo <com a presente 1invencado ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado, cujo anticorpo compreende um
dominio VH selecionado do grupo consistindo em: SEQ ID N°: 11,
12, 13, 14 e um dominio VL selecionado do grupo consistindo em:

SEQ ID N°: 15, 16.

E também proporcionada a utilizacdo de um anticorpo da
invengao na preparagao de um medicamento para o tratamento de
uma doenga ou distirbio responsivo a modulagdo da interaccgéo

entre hIL-13 e hIL-13R.

Noutro aspecto da presente invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico que se liga especificamente a IL-13
humana, anticorpo este que se 1liga especificamente a IL-13
humana entre os residuos 97 a 108 da SEQ ID N°: 9. Como é odébvio
para os especialistas na técnica com base nos resultados
divulgados a seguir, “entre os residuos 97 a 108 da SEQ ID N°:

9” é inclusivo das posigdes 97 e 108.

Noutro aspecto do presente pedido € proporcionado um
anticorpo terapéutico que inibe competitivamente a ligagao do
anticorpo terapéutico possuindo CDRH3 de SEQ ID N°: 3 a IL-13
humana (tal como um anticorpo terapéutico compreendendo uma

cadeia pesada de SEQ ID N°: 18 e uma cadeia leve de SEQ ID N°:
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22), anticorpo competidor este que se liga especificamente a

IL-13 humana entre os residuos 97 a 108 da SEQ ID N°: 9.

Noutro aspecto do presente pedido ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico que se liga especificamente a IL-13 humana
entre os residuos 103 a 107 inclusivamente, da SEQ ID N°: 9 e
modula (e. g., 1nibe ou Dblogqueia) a interacg¢ao entre hIL-13 e

hIL-13R.

Numa forma de realizagcao do pedido é proporcionada uma
composigao farmacéutica compreendendo uma pluralidade de
anticorpos monoclonais terapéuticos (que sao tipicamente humanos
ou humanizados) que se ligam especificamente a hIL-13 entre os
residuos 103 a 107, da SEQ ID N°: 9 e modulam (e. g., inibem ou
bloqueiam) a interaccado entre hIL-13 e hIL-13R e um veiculo

farmacéutico aceitavel.

E também proporcionado um método de producdo de um anticorpo
terapéutico que se liga especificamente a hIL-13 entre os
residuos 103 a 107 de SEQ. ID. N°:9 e modula (e. g., inibe ou
bloqueia) a interacg¢ao entre hIL-13 e hIL-13R, método este que
compreende o passo de cultivar num meio de cultura isento de
soro, uma célula hospedeira recombinante compreendendo um
primeiro e segundo vector, em qgque o referido primeiro vector
compreende um polinucledétido que codifica a cadeia pesada do
referido anticorpo e o referido segundo vector compreende um
polinucledétido que codifica a cadeia leve do referido anticorpo.
Como sera oObvio para o especialista na técnica com base nos
resultados a seguir *entre 103 a 107 de SEQ. ID. N°:9” inclui as

posigdes 103 e 107.
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Noutra forma de realizacadao do pedido é proporcionado um
método para produzir um anticorpo terapéutico que se liga
especificamente a hIL-13 entre os residuos 103 até 107, da
SEQ ID N°: 9 e modula (e. g., 1inibe ou blogqueia) a interaccao
entre hIL-13 e hIL-13R, método este que compreende o passo de
cultivar em meios de cultura isento de soro, uma célula
hospedeira recombinante compreendendo um primeiro e um segundo
vector, em que o referido ©primeiro vector compreende um
polinucledétido qgue codifica a cadeia pesada do referido
anticorpo e o) referido segundo vector compreende um

polinucledétido que codifica a cadeia leve do referido anticorpo.

Noutra forma de realizacado do pedido é proporcionado um
anticorpo terapéutico intacto que se liga a hIL-13 e modula
(e. g., inibe ou bloqueia) a interacc¢ao entre hIL-13 e hIL-13R,

anticorpo este que interage com o residuo 107 da SEQ ID N°: 9.

Noutra forma de realizagao o pedido ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico intacto que se 1liga a hIL-13 e modula
(e. g., inibe ou bloqueia) a interacg¢ao entre hIL-13 e hIL-13R,
em que a ligagao entre o referido anticorpo terapéutico e hIL-13
depende de (ou se correlaciona positivamente com) a presenga de

um residuo de arginina na posigao 107 da SEQ ID N°: 9.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico que se liga especificamente a hIL-13 e modula (e.
g., 1inibe ou bloqueia) a interaccgao entre hIL-13 e hIL-13R e tem
uma constante de dissociacgao k.sr no intervalo de 1,4 x 107 a
8,22 x 10° s ! (e. g., como medido por Biacore™). Este anticorpo
compreende uma CDRH3 de SEQ ID N°: 3 e pode ainda compreender,

além da SEQ ID N°: 3, as SEQ ID N°: 1, 2, 4, 5 e 6.
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Noutra forma de realizacao é proporcionado um anticorpo que
se liga especificamente a hIL-13 e 1inibe a interacgao entre
hIL-13 e hIL-13R, anticorpo esse que compreende CDRH3 de
SEQ ID N°: 3 e opcionalmente compreende ainda cada CDRH1 de
SEQ ID N°: 1, CDRH2 de SEQ ID N°: 2, CDRL1 de SEQ ID N°: 4,
CDRL2 de SEQ ID N°: 5 e CDRL3 de SEQ ID N°: 6, em que o referido
anticorpo também reage de forma cruzada com IL-13 de cinomdlogo

(cIL-13).

Breve Descrigcdo dos Desenhos

Figura 1 ELISA em sanduiche ilustrando a 1ligagao do
anticorpo monoclonal 6Al1 a IL-13 humana expressa por E. colil

recombinante em concentrag¢des crescentes.

Figura 2A ELISA ilustrando a capacidade do anticorpo
monoclonal 6A1 em concentragdes crescentes para 1inibir a
ligagcao de IL-13 humana expressa por E. coli recombinante a

cadeia o 1 do receptor de IL-13 humana.

Figura 2B ELISA ilustrando a habilidade do anticorpo
monoclonal 6A1 em concentragdes crescentes para 1inibir a
ligagao de IL-13 humana expressa por E. coli recombinante a

cadeia o 2 do receptor de IL-13 humana.

Figura 3 Ensaio de neutralizacao ilustrando a capacidade de
6A1 em concentragdes crescentes para inibir a biocactividade
de 1IL-3 humana expressa por £E. coli recombinante e de

cinomélogo num ensaio de proliferacao celular TF-1.

Figura 4 Ensaio de neutralizacgao ilustrando a capacidade de
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6A1 em concentragdes crescentes para inibir a biocactividade
de IL-13 humana expressa por mamifero (célula CHO) num

ensaio de proliferagao celular TF-1.

Figura 5 Ensaio de neutralizacao ilustrando a capacidade de
6A1 em concentragdes crescentes para inibir a biocactividade
de IL-13 humana Q130 expressa por FE. coli recombinante num

ensaio de proliferagao celular TF-1.

Figura 6 ELISA em sanduiche demonstrando que 6Al nao liga-se

a IL-4 humana expressa por E. coli recombinante.

Figura 7 Um ensaio de neutralizagao de IL-5, demonstrando
gque 6Al nao inibe a bioactividade de IL-5 humana expressa
por E. coli recombinante num ensaio de proliferagao celular

TF-1.

Figura 8 ELISA em sanduiche ilustrando a ligacao de mAb 6A1
quimérico a IL-13 humana expressa por E. coli recombinante e

de cinomélogo em concentragdes crescentes.

Figura 9 ELISA em sanduiche ilustrando a ligacdo de 8 mAb
anti-IL-13 humana humanizados a IL-13 humana expressa por E.

coli recombinante em concentrag¢gdes crescentes.

Figura 10a ELISA em sanduiche ilustrando a ligagao de L2+Al,
L1+A1 e 6A1 quimérica a IL-13 humana expressa por E. coli

recombinante em concentracgdes crescentes.

Figura 10b ELISA em sanduiche ilustrando a ligagao de L2+Al,
L1+A1 e 6Al guimérica a IL-13 de cinombélogo expressa por E.

coli recombinante em concentragdes crescentes.
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Figura 11 ELISA em sanduiche ilustrando a ligag¢ao de L2+Al1,
L1+A1 e 6A1 guimérica a IL-13 humana nativa em concentragdes

crescentes.

Figura 12a ELISA ilustrando a capacidade de anticorpo
monoclonal 6A1, 6Al1 quimérica, L1+A1 e L2+Al em
concentragdes crescentes para inibir a ligagao de 1IL-13
humana expressa por E. coli recombinante a cadeia o 1 do

receptor de IL-13 humana.

Figura 12b ELISA ilustrando a capacidade de anticorpo
monoclonal 6A1, 6Al1 quimérica, L1+A1 e L2+Al em
concentragdes crescentes para inibir a ligagao de IL-13
humana expressa por E. coli recombinante a cadeia o 2 de

receptor de IL-13 humana.

Figura 13a Ensaio de neutralizagao ilustrando a capacidade
de 6Al, 6A1 qguimérica, L1+A1 e L2+4A1 em concentracdes
crescentes para 1inibir a bicactividade de 1IL-13 humana
expressa por E. coli recombinante num ensaio de proliferacgao

celular TF-1.

Figura 13b Ensaio de neutralizagao ilustrando a capacidade
de 6Al, 6A1 qguimérica, L1+A1 e L2+4A1 em concentracgdes
crescentes para 1inibir a Dbioactividade de IL-13 de
cinomdélogo expressa por E. coli recombinante num ensaio de

proliferagao celular TF-1.

Figura 13c¢ Ensaio de neutralizagao ilustrando a capacidade
de 6Al, 6A1 qguimérica, L1+A1 e L2+4A1 em concentracgdes

crescentes para inibir a bicactividade de IL-13 humana Q130
34



expressa por E. coli recombinante num ensaio de proliferacgao

celular TF-1.

Figura 13d Ensaio de neutralizacgao ilustrando a capacidade
de 6Al, 6A1 qguimérica, L1+A1 e L2+4A1 em concentracdes
crescentes para 1inibir a bicactividade de IL-13 humana
expressa por mamifero (célula CHO) num ensaio de

proliferagao celular TF-1.

Figura 14a ELISA em sanduiche demonstrando gque 6Al, 6Al
quimérico, L1+Al e L2+4Al nao liga-sem a IL-4 humana expressa

por E. coli recombinante.

Figura 14b ELISA em sanduiche demonstrando gue 6Al1, 6Al
quimérico, L1+Al1 e L2+A1 né&o liga-sem a GM-CSF humana

expressa por E. coli recombinante.

Figura 14c Um ensaio de neutralizacao de IL-5, demonstrando
que 6A1, 6A1 quimérico, L1+Al1 e L2+A1 nédo inibem a
biocactividade de IL-5 humana expressa por E. coli

recombinante num ensaio de proliferagao celular TF-1.

Figura 15 Uma ELISA que mapeia epitopos para determinar o

epitopo de ligagao para 6Al na IL-13 humana e de cinomdlogo.

Figura 16a Uma ELISA que mapeia epitopos para identificar a

especificidade optima de ligacdo de 6Al1 na IL-13 humana.

Figura 16b Uma ELISA que mapeia epitopos para identificar a
especificidade de ligagcao fina de 6Al na IL-13 de

cinomdélogo.
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Figura 17A Uma ELISA que mapeia epitopos para determinar os
residuos de aminodcidos chave requeridos para a ligacao de

6A1 a IL-13 humana.

Figura 17b Uma ELISA que mapeia epitopos para determinar os
residuos de aminodcidos chave requeridos para a ligacao de

L1+Al1 & IL-13 humana.

A Figura 17¢ e 17d sédo graficos que ilustram a analise em
varrimento de alanina para o 6Al parental {(murina) (Fig. 17c) e

anticorpo L1-Al humanizado.

Descricdo Detalhada da Invencédo

1. Estruturas de Anticorpo

1.1 Anticorpos Intactos

Os anticorpos intactos incluem glicoproteinas
heteromultiméricas compreendendo, pelo menos, duas cadeias
pesadas e duas leves. Com excepgao de IgM, os anticorpos
intactos sao geralmente glicoproteinas heterotetraméricas de
aproximadamente 150 kDa, compostas de duas cadeias leves (L)
idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Tipicamente,
cada cadeia leve esta ligada a uma cadeia pesada por uma ligacgao
persulfureto covalente enquanto o) namero de ligacgdes
persulfureto entre as cadeias pesadas de diferentes isotipos de
imunoglobulina varia. Cada cadeia pesada tem numa extremidade um
dominio wvariavel (VH) seguido por varias regides constantes.
Cada cadeia 1leve tem um dominio wvariavel (VL) e uma regiao
constante na sua outra extremidade; a regiao constante da cadeia

leve esta alinhada com a primeira regido constante da cadeia
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pesada e o dominio wvaridvel de cadeia leve esta alinhado com o
dominio wvariavel da <cadeia ©pesada. As cadeias leves de
anticorpos da maioria de espécies de vertebrados podem ser
classificadas num de dois tipos denominados Kappa e Lambda,
baseados na sequéncia de aminoacidos da regido constante.
Dependendo da sequéncia de aminodcidos da regiao constante de
suas cadeias pesadas, 0s anticorpos humanos podem ser
classificados em cinco classes diferentes, IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM. IgG e IgA podem ser subdivididas adicionalmente em
subclasses, IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4; e IgAl e IgA2. Existem
variantes especificas, com murganho e rato tendo, pelo menos,
IgG2a, IgG2b. 0 dominio variavel do anticorpo confere
especificidade de ligagao ao anticorpo com certas regides
exibindo variabilidades particulares chamadas regides
determinantes de complementaridade (CDR). As ©porgbes mais
conservadas da regido variavel sdo chamadas regides Estruturais
(FR). Os dominios variaveis de cadeias pesada e leve intactas
cada, compreendem quatro FR conectadas por trés CDR. As CDR em
cada cadeia sao mantidas Jjuntas em Jjusta proximidade pelas
regides FR e com as CDR da outra cadeia contribuindo para a
formagcao do sitio de 1ligagcdao ao antigénio dos anticorpos. As
regides constantes nao estao directamente envolvidas na ligacgao
do anticorpo ao antigénio, mas apresentam varias fungdes
efectoras, tal como participagcao em citotoxicidade mediada por
célula dependente de anticorpo (ADCC), fagocitose através de
ligagdao a receptor de Fcy, meia vida/taxa de depuragdo através
de receptor Fc neonatal (FcRn) e citotoxicidade dependente de

complemento através do componente Clg da cascata do complemento.

Numa forma de realizacao, ¢é deste modo proporcionado um
anticorpo terapéutico intacto que se 1liga especificamente a

hIL-13, anticorpo esse que 1inibe a interacg¢ao entre hIL-13 e
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hIL-13R e compreende a CDRH3: SEQ ID N°:3 que se segue. O
anticorpo terapéutico intacto pode compreender uma regiao
constante de qualquer isotipo ou subclasse deste descrito supra.
Numa forma de realizacdao, o anticorpo ¢é do isotipo IgG,
particularmente IgGl. O anticorpo pode ser de rato, murganho,
coelho, primata ou humano. Em uma forma de realizacao tipica, o
anticorpo é de primata (tal como cinomélogo, Macaco do Velho
Mundo ou grandes primatas, ver e. g., documentos WO 99/55369, WO
93/02108) ou humano.

Noutra forma de realizacao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico intacto compreendendo uma regido variavel possuindo

CDR de SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6.

Noutra forma de realizagao, ¢ proporcionado um anticorpo
terapéutico 1intacto de murino isolado ou um seu fragmento de
ligagao a antigénio compreendendo um dominio VH possuindo a
sequéncia de SEQ ID N°: 7 e um dominio VL da sequéncia de

SEQ ID N°: 8.

1.1.2 Anticorpos humanos

Os anticorpos humanos podem ser produzidos por varios
métodos conhecidos pelos especialistas na técnica. Os anticorpos
humanos podem ser feitos pelo método do hibridoma utilizando
linhas celulares de mieloma humano ou de heteromieloma murganho-
humano, ver Kozbor J. Immunol. 133, 3001 (1984) e Brodeur,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp.
51-63 (Marcel Dekker Inc, 1987). Os métodos alternativos incluem
a utilizacadao de bibliotecas de fago ou murganhos transgénicos

dos quais utilizam repertdérios da regidao V humana (ver Winter G,
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(1994), Annu. Rev. Immunol. 12: 433-455, Green LL (1999) J.
Immunol. Methods 231: 11-23).

Varias estirpes de murganhos transgénicos estdo agora
disponiveis, em que seus loci de imunoglobulina de murganho
foram substituidos com segmentos génicos de imunoglobulina
humana (ver Tomizuka K, (2000) PNAS 97: 722-727; Fishwild D. M.
(1996) Nature Biotechnol. 14: 845-851, Mendez, Nature Genetics,
15: 146-156). BSob exposicdo ao antigénio, estes murganhos sao
capazes de produzir um repertdédrio de anticorpos humanos a partir
dos quais os anticorpos de interesse podem ser selecionados. De
nota particular é o sistema Trimera™ (ver Eren R et al., (1998)
Immunology 93: 154-161) em que linfdécitos humanos sao
transplantados em murganhos irradiados, o sistema de anticorpo
de linfdécito selecionado (SLAM, ver Babcook et al., PNAS (1996)
93: 7843-7848) em que linfdécitos humanos (ou de outras espécies)
sdao efectivamente colocados através de um processo de produgao
de massiva de uma mistura de anticorpos in vitro seguido por um
processo de desconvulacgao, diluigao limitante e selegcao e o
Xenomouse II™ (Abgenix Inc). Uma abordagem alternativa esta
disponivel a partir de Morphotek Inc utilizando a tecnologia de

Morphodoma™.

A tecnologia de exposicao eme fago pode ser utilizada para
produzir anticorpos humanos (e seus fragmentos), ver McCafferty,
Nature 348: 552-552 (1990) e Griffiths AD et al., (1994) EMBO
13: 3245-3260. De acordo com esta técnica genes de dominio V do
anticorpo sao clonados em fase num gene de proteina de
revestimento maior ou menor de um bacteriéfago filamentoso tal
como M13 ou fd e exibidos (geralmente com o auxilio de um fago
auxiliar) como fragmentos de anticorpo funcional na superficie

da particula do fago. As selecgbes com base em propriedades
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funcionais do anticorpo resultam na selegcao do gene que codifica
o anticorpo que exibe aquelas propriedades. A técnica de
exposicao em fago pode ser utilizada para selecionar anticorpos
especificos para antigénios de Dbibliotecas feitas de células B
humanas retiradas de individuos gue sofrem de uma doenga ou
distirbio descrito acima ou a partir de dadores humanos néao
imunizados (ver Marks; J. Mol. Bio. 222: 581-597, 1991). Quando
é desejado um anticorpo humano intacto compreendendo um dominio
Fc & necessario reclonar o fragmento derivado apresentado em
fago em vectores de expressao em mamiferos compreendendo as
regides constantes desejadas e estabelecendo linhas celulares de

expressao estavel.

A técnica de maturacao por afinidade (Marks; Bio/technol 10:
779-783 (1992)) pode ser utilizada para melhorar a afinidade de
ligagdo em que a afinidade do anticorpo humano primario é
melhorada pela substituigao sequencial das regides V de cadeia H
e L por variantes de ocorréncia natural e pela selecgao com base
em afinidades de ligagado melhoradas. Variantes desta técnica,
tal como “marcacao de epitopo” também estdo agora disponiveis,
ver documento WO 93/06213. Ver, também, Waterhouse; Nucl. Acids
Res. 21: 2265-2266 (1993).

Noutro aspecto, € proporcionado um anticorpo terapéutico
intacto humano isolado ou seu fragmento de ligacgdo a antigénio
compreendendo uma CDRH3 de SEQ ID ©N°: 3 que se liga
especificamente a hIL-13 e modula (e. g., inibe ou blogqueia) a
interacgao entre hIL-13 e hIL-13R. Noutro aspecto, é
proporcionado um anticorpo terapéutico intacto humano isolado ou
seu fragmento de ligacdao a antigénio compreendendo uma regiao

variavel que tem CDR de SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6 como

definido supra.
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1.2 Anticorpos Quiméricos e Humanizados

A utilizagao de anticorpos nao humanos intactos no
tratamento de doencas ou distUrbios humanos carrega consigo o
potencial para 0s problemas agora bem estabelecidos de
imunogenicidade, isto ¢é, o sistema imunitario do doente pode
reconhecer o anticorpo intacto nado humano como nao proéprio e
organizar uma resposta neutralizadora. Isto ¢é particularmente
evidente sob multipla administracao do anticorpo nao humano a um
doente humano. Foram desenvolvidas varias técnicas ao longo de
anos para superar esses problemas e geralmente envolvem a
reducdao da composicdo de sequéncias de aminoacidos nado humanas
no anticorpo 1intacto embora retendo a relativa facilidade de
obtencao de anticorpos nao humanos a partir de um animal
imunizado, e. g., murganho, rato ou coelho. Em geral, foram
utilizadas duas abordagens para atingir isto. A primeira sao
anticorpos quiméricos, que geralmente compreendem um dominio
variavel ndo humano (e. g., roedor tal como murganho) em fuséao
com uma regido constante humana. Por causa do sitio de ligacao a
antigénio de um anticorpo estar localizado nas regides
varidveis, o anticorpo quimérico retém sua afinidade de ligacgao
para o antigénio, mas adquire as fungbes efectoras da regiao
constante humana e ¢é, portanto, capaz de realizar fungdes
efectoras tal como descrito supra. 0Os anticorpos gquiméricos sao
tipicamente produzidos utilizando métodos de ADN recombinante. O
ADN que codifica os anticorpos (e. g., ADNc) ¢é isolado e
sequenciado wutilizando processos convencionais (e. g., pela
utilizagcao de sondas oligonucleotidicas que sao capazes de
ligagao especifica a genes que codificam as cadeias H e L do
anticorpo da invenc¢ao, e. g., ADN que codifica SEQ ID N°: 1, 2,
3, 4, 5 e 6 descrito supra). As células de hibridoma servem como

uma fonte tipica desse ADN. Uma vez isolado, o ADN é colocado em
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vectores de expressao gue sao entao transfectados em células
hospedeiras tal como E. coli, células CO0OS, células CHO ou
células de mieloma gque nao produzem de outro modo proteina de
imunoglobulina para obter a sintese do anticorpo. O ADN pode ser
modificado pela substituicao das regides constantes H e L nao
humanas (e. g., murinas) correspondentes pela sequéncia
codificante de cadeias L e H humanas ver, e. g., Morrison; PNAS

8l: 6851 (1984).

A segunda abordagem envolve a produgao de anticorpos
humanizados em que o contetdo nao humano do anticorpo é reduzido
pela humanizagdo das regides variaveis. Duas técnicas para
humanizagdo ganharam popularidade. A primeira é humanizagdo por
enxerto de CDR. As CDR formam ansas prodéximas ao terminal N do
anticorpo onde elas formam uma superficie organizada numa
estrutura proporcionada pelas regides estruturais. A
especificidade de ligacgao a antigénio do anticorpo é
principalmente definida pela topografia e pelas caracteristicas
quimicas de sua superficie de CDR. Estas caracteristicas séao
por, sua vez, determinadas pela conformacao das CDR individuais,
pela disposigao relativa das CDR e pela natureza e disposigao
das cadeias laterais dos residuos compreendendo as CDR. Um
grande decréscimo em imunogenicidade pode ser atingido pelo
enxerto apenas das CDR de um anticorpo nao humano (e. g.,
murino) (anticorpos do “dador”) em estrutura humana (“estrutura
do receptor”) e regides constantes (ver Jones et al., (1986)
Nature 321: 522-525 e Verhoeyen M et al., (1988) Science 239,
1534-1536). No entanto, o enxerto de CDR per se pode nao
resultar na retencgao completa de propriedades de 1ligagao ao
antigénio e ¢é frequentemente descoberto que alguns residuos
estruturais (as vezes referidos como “retromutagdes”) do

anticorpo do dador precisam ser preservados na molécula
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humanizada se for para ser recuperada uma afinidade de ligagao
ao antigénio significativa (ver Queen C et al., (1989) PNAS 86:
10029-10033, Co. M et al., (1991) Nature 351: 501-502). Neste
caso, regides V humanas mostrando a maior homologia de sequéncia
com o anticorpo do dador nao humano sao escolhidas a partir de
um banco de dados de modo a prover a estrutura (FR) humana. A
selecao de FR humanas pode ser feita ou a partir de consenso
humano ou anticorpos humanos individuais. Sempre gue necessario,
os residuos chave do anticorpo do dador sao substituidos na
estrutura do receptor humano para preservar as conformagdes de
CDR. A modelagem computacional do anticorpo pode ser utilizada
para ajudar a identificar tais residuos estruturalmente

importantes, ver documento WO 99/48523.

Alternativamente, a humanizacao pode ser atingida por um
processo de “revestimento”. Uma analise estatistica de regides
variaveis de cadeia leve e pesada de imunoglobulina murina e
humana Unicas revelou gque o0s padrdes exactos de residuos
apresentados sao diferentes em anticorpos humanos e de murinos e
que a maioria das posigdes de superficie individual tém uma
forte um modo preferido por um pequeno numero de residuos
diferentes (ver Padlan E. A. et al., (1991) Mol. Immunol. 28:
489-498 e Pedersen J. T. et al., (1994) J. Mol. Biol. 235: 959-
973). Deste modo, é possivel reduzir a imunogenicidade de uma Fv
nao humana pela substituicao de residuos apresentados nas suas
regides estruturais que diferem dos geralmente encontrados em
anticorpos humanos. Por causa da antigenicidade proteica poder
ser correlacionada com acessibilidade de superficie, a
substituicao dos residuos de superficie pode ser suficiente para
tornar a regido variavel de murganho “invisivel” ao sistema
imunitdria humano (ver, também, Mark G. E. et al., (1994) em

Handbook of Experimental Pharmacology vol. 113: The Pharmacology
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of Monoclonal Antibodies, Springer-Verlag, 105-134) . Este
processo de humanizacadao ¢é referido como “revestimento” porgue
apenas a superficie do anticorpo ¢é alterada, os residuos de

suporte permanecem intocados.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico quimérico compreendendo uma regido variavel néo
humana (e. g., de roedor) e uma regiao constante humana (que
pode ser de um isotipo de IgG, e. g., IgGl) que se liga
especificamente a hIL-13, anticorpo esse que compreende
adicionalmente uma CDRH3 de SEQ ID N°: 3. Tais anticorpos podem
compreender adicionalmente uma regiao constante humana do

isotipo de IgG, e. g., IgGl.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico quimérico compreendendo uma regidao variavel néao
humana (e. g., de roedor) e uma regiao constante humana (que
pode ser de um isotipo de 1IgG, e. g., IgGl) que se 1liga
especificamente a hIL-13 possuindo as CDR de SEQ ID N°: 1, 2, 3,
4, 5 e 6.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico quimérico compreendendo um dominio VH de
SEQ ID N°: 7 e um dominio VL de SEQ ID N°: 8 e uma regiao
constante humana de um isotipo de IgG, e. g., IgGl que se liga
especificamente a hIL-13 e modula (e. g., 1inibe ou bloqueia) a

interacgao entre hIL-13 e hIL-13R.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado ou seu fragmento de ligagao a antigénio
que se liga especificamente a hIL-13 e modula {(e. g., inibe ou

bloqueia) a interacgao entre hIL-13 e hIL-13R.
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Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado ou seu fragmento de ligagao a antigénio
que se liga especificamente a hIL-13 e compreende uma CDRH3 de
SEQ ID N°: 3. Estes anticorpos podem compreender uma regiao

constante humana de isotipo de IgG, e. g, IgGLl.

Noutras formas de realizacdo € proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado ou seu fragmento de ligagao a antigénio
que se liga especificamente a hIL-13 e compreende as CDR de
SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Estes anticorpos podem compreender

uma regiao constante humana de isotipo de IgG, e. g., IgGl.

De acordo <com a presente 1invengao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado, anticorpo este que compreende
um dominio VH seleccionado do grupo: SEQ ID N°: 11, 12, 13, 14 e
um dominio VL seleccionado do grupo: SEQ ID N°: 15, 16. Estes
anticorpos podem compreender uma regiao constante humana de

isotipo de IgG, e. g., IgGl.

Noutra forma de realizagao € proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse gue compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 11 e um dominio VL de SEQ ID N°: 15.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 12 e um dominio VL de SEQ ID N°: 15.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 13 e um dominio VL de SEQ ID N°: 15.
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Noutra forma de realizacdao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 14 e um dominio VL de SEQ ID N°: 15.

Noutra forma de realizacdao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 11 e um dominio VL de SEQ ID N°: 16.

Noutra forma de realizacao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 12 e um dominio VL de SEQ ID N°: 16.

Noutra forma de realizacdao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse gue compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 13 e um dominio VL de SEQ ID N°: 16.

Noutra forma de realizagao € proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado, anticorpo esse gue compreende um dominio

VH de SEQ ID N°: 14 e um dominio VL de SEQ ID N°: 16.

Noutra forma de realizacgao da  presente invencgao é
proporcionado um anticorpo terapéutico humanizado ou seu
fragmento de ligagcdo a antigénio que se liga especificamente a
hIL-13, em que o referido anticorpo ou seu fragmento compreende
CDRH3 (SEQ ID N°: 3) compreendendo adicionalmente,
opcionalmente, CDR de SEQ ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6, em gue O0S
residuos seleccionados do grupo consistindo em 19, 38, 73 e 81
da regiao estrutural de cadeia pesada de receptor humano e o
residuo na posicgdes 85 da estrutura de cadeia leve de receptor
humano sao substituidos pelos residuos correspondentes
encontrados na estrutura de anticorpo do dador a partir do qual

é derivada CDRH3.
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Sera Obvio paa o0s especialistas na técnica que o termo
“derivado” se destina a definir nao apenas a fonte no sentido de

ser a origem fisica do material, mas também definir o material

gque ¢é estruturalmente idéntico ao material (em termos de
sequéncia de aminoacidos primaria), mas que nado se origina da
fonte de referéncia. Assim, 0s “residuos encontrados no

anticorpo dador a partir do qual é derivada CDRH3” nao precisam
necessariamente de ser purificados a partir do anticorpo do

dador.

Noutra forma de realizagao ¢é proporcionado um anticorpo
terapéutico humanizado ou seu fragmento de ligagao a antigénio
que se liga especificamente a hIL-13, em que o referido
anticorpo ou seu fragmento compreende CDRH3 de SEQ ID N°: 3
compreendendo adicionalmente, opcionalmente, CDR de SEQ ID N°:
1, 2, 3, 4, 5 e 6, em que a estrutura de cadeia pesada humana
compreende um ou mais (e. g., todos) dos seguintes residuos (ou

seus substitutos conservados):

Posigao Residuo
38 I
19 R
73 T
81 R

e a cadeia leve humana compreende

Posigao Residuo

85 Y
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E bem reconhecido na técnica que certas substituicdes de
aminodcidos sdo consideradas como sendo “conservadoras”. Os
aminodacidos sao divididos em grupos com base em propriedades de
cadeia lateral comum e substituig¢des dentro de grupos que mantém
todas ou consideravelmente todas as afinidades de 1ligacgao do
anticorpo da invengdo ou seu fragmento de ligagao a antigénio
sao consideradas como substituig¢des conservadoras, ver a tabela

seguinte:

Cadeia Lateral Membros

Hidrofdbica met, ala, val, leu, ile
Hidrofilica neutra cys, ser, thr

Acida asp, glu

Basica asn, gln, his, lys, arg
Residuos que influenciam | gly, pro

orientacao de cadeia

Aromatica trp, tyr, phe

De acordo com a presente 1invengao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado compreendendo uma cadeia pesada
selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID N°: 18, 19, 20, 21 e
uma cadeia leve selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID N°:

22, 23.

Numa forma de realizacadao da invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 18 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 22.

Numa forma de realizacao da invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a

hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 19 e uma
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cadeia leve de SEQ ID N°: 22.

Numa forma de realizagao da invengao é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 20 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 22.

Numa forma de realizacao da invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 21 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 22.

Numa forma de realizagao da invengao é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 18 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 23.

Numa forma de realizacao da invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 19 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 23,

Numa forma de realizagao da invengao é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 20 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 23.

Numa forma de realizacao da invencao ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico humanizado que se liga especificamente a
hIL-13 compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 21 e uma

cadeia leve de SEQ ID N°: 23,
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1.3 Anticorpos biespecificos

Um anticorpo biespecifico é um anticorpo que tem
especificidades de 1ligagao para, pelo menos, dois epitopos
diferentes. Os métodos para fazer estes anticorpos sao
conhecidos na técnica. Tradicionalmente, a produgaoc recombinante
de anticorpos biespecificos é baseada na co-expressao de dois
pares de cadeia H-cadeia L de imunoglobulina, onde as duas
cadeias H tém diferentes <especificidades de ligagao ver
Millstein et al., Nature 305: 537-539 (1983), documento
WO 93/08829 e Traunecker et al., EMBO 1991 10: 3655-3659. Por
causa da variedade aleatdéria de cadeias H e L, é produzida uma
mistura potencial de dez estruturas de anticorpo diferentes, das
quals apenas uma tem a especificidade de ligacao desejada. Uma
abordagem alternativa envolve a fusdo dos dominios variaveis com
as especificidades de ligagao desejadas para regiao constante de
cadeia pesada compreendendo, pelo menos, parte da regiao de
charneira, regides CH2 e CH3. E preferido ter a regido CH1
contendo o sitio necessario para ligacao de cadeia leve presente
em, pelo menos, uma das fusdes. O ADN que codifica estas fusdes
e, se desejado, a cadeia L, é inserido em vectores de expressao
separados e ¢é entao co-transfectado num organismo hospedeiro
adequado. E possivel inserir as sequéncias codificantes para
duas ou todas as trés cadeias num vector de expressao. Numa
abordagem preferida, o anticorpo biespecifico é composto de uma
cadeia H com uma primeira especificidade de ligagao num brago e
um par de cadeias H-L, proporcionando uma segunda especificidade
de 1ligagdao no outro brago, ver documento WO 94/04690. Ver,
também, Suresh et al., Methods in Enzymology 121: 210, 1986.

50



Numa forma de realizagcao da invengao, ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico biespecifico, em que, pelo menos, uma
especificidade de ligacao do referido anticorpo é para hIL-13,
em que o referido anticorpo compreende uma CDRH3 de SEQ ID N°: 3
e em que o referido anticorpo inibe a interaccao entre hIL-13 e
IL-13R. Estes anticorpos podem compreender adicionalmente uma
regiao constante humana do isotipo de IgG, e. g. IgGl. Nalgumas
formas de realizacao, o anticorpo terapéutico Dbiespecifico
possui uma primeira especificidade de ligagaoc para hIL-13 e
modula (e. g., 1inibe ou blogqueia) a interacgcao entre hIL-13 e
hIL-13R e uma segunda especificidade de 1ligagao para hIL-4 e
modula (e. g., 1inibe ou bloqueia) a interacgao entre hIL-4 e um

receptor para hIL-4.

Numa forma de realizacdao da invencédo, ¢é proporcionado um
anticorpo terapéutico biespecifico, em que, pelo menos, uma
especificidade de ligacao do referido anticorpo é para hIL-13,
em que o referido anticorpo compreende, pelo menos, CDR de SEQ
ID N°: 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Estes anticorpos podem compreender
adicionalmente uma regiao constante humana do isotipo de IgG,

e. g., IgGl.

1.4 Fragmentos de Anticorpo

Em certas formas de realizacao da invencgao, sao
proporcionados fragmentos de anticorpo terapéutico que modulam a
interacgao entre hIL-13 e hIL-13R. Estes fragmentos podem ser
fragmentos de ligagdo a antigénio funcionais de anticorpos
humanizados e/ou quiméricos e/ou intactos tal como fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, ScFv dos anticorpos descritos supra.

Tradicionalmente estes fragmentos sao produzidos pela digestao
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proteolitica de anticorpos intactos por, e. g., digestao de
papaina (ver, e. g., documento WO 94/29348), mas podem ser
produzidos de células hospedeiras recombinantemente
transformadas. Para a produgao de ScFv, ver Bird et al., (1988)
Science 242: 423-426. Além disso, os fragmentos de anticorpo
podem ser produzidos utilizando uma variedade de técnicas de

engenharia como descrito a seguir.

Os fragmentos Fv parecem ter menos energia de interacg¢ao nas
suas duas cadeias do que em fragmentos Fab. Para estabilizar a
associacao dos dominios VH e VL, eles foram ligados com péptidos
(Bird et al., (1988) Science 242: 423-426, Huston et al., PNAS
85: 5879-5883), pontes persulfureto (Glockshuber et al., (1990)
Biochemistry 29: 1362-1367) e mutagdes chave em fechadura (Zhu
et al., (1997) Protein Sci. 6: 781-788). O0Os fragmentos ScFv
podem ser produzidos por métodos bem conhecidos pelos
especialistas na técnica, ver Whitlow et al., (1991) Methods
companion Methods Enzymol. 2: 97-105 e Huston et al., (1993)
Int. Rev. Immunol. 10: 195-217. O ScFv pode ser produzido em
células Dbacterianas, tal como E. c¢coli, mas ¢é, de um modo
preferido produzido, em células eucaridéticas. Uma desvantagem de
ScFv é a monovaléncia do produto, que 1impede uma avidez
aumentada devido a ligagao polivalente e sua curta meia-vida. As
tentativas para superar esses problemas incluem (ScFv’),
bivalentes produzidos de ScFv contendo uma cisteina C-terminal
adicional por acoplamento gquimico (Adams et al., (1993) Can.
Res. 53: 4026-4034 e McCartney et al., (1995) Protein Eng. 8:
301-314) ou por dimerizagdo sitio-especifica de ScFv contendo um
residuo de cisteina C-terminal nao coincidente (ver Kipriyanov
et al., (1995) Cell. Biophys. 26: 187-204). Alternativamente, o
ScFv pode ser forgado a formar multimeros pelo encurtamento do

ligante peptidico em 3 a 12 residuos para formar “diacorpos”,
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ver Holliger et al., PNAS (1993), 90: 6444-6448. A redugao do
ligante ainda pode resultar em trimeros de ScFv (“triacorpos”,
ver Kortt et al., (1997) Protein Eng. 10: 423-433) e tetrameros
(“tetracorpos’”, ver Le Gall et al., (1999) FEBS Lett. 453: 164-
168). A construcdo de moléculas de ScFv bivalente também pode
ser atingida por fusao genética com motivos que dimerizam
proteina para formar “minianticorpos” (ver Pack et al., (1992)
Biochemistry 31: 1579-1584) e “minicorpos” (ver Hu et al.,
(1996), Cancer Res. 56: 3055-3061). Podem também ser produzidos
repetigdes de ScFv-Sc-Fv ((ScFv);) pela ligacgao de duas unidades
de ScFv por um terceiro ligante peptidico, ver Kurucz et al.,
(1995) J. Immol. 154: 4576-4582. 0s diacorpos biespecificos
podem ser produzidos através da associacao nao covalente de dois
produtos de fusadao de cadeia UGnica consistindom no dominio VH de
um anticorpo conectado por uma ligante curto ao dominio VL de um
outro anticorpo, ver Kipriyanov et al., Int. J. Can. 7T7:
763-772. A estabilidade destes diacorpos biespecificos pode ser
melhorada pela introducao de pontes persulfureto ou mutagdes
chave em fechadura como descrito supra ou pela formagao de
diacorpos de cadeia uUnica (ScDb) em que dois fragmentos de ScFv
hibridos sdao conectados através de um ligante peptidico, ver
Kontermann et al., (1999) J. Immunol. Methods 226: 179-188. As
moléculas biespecificas tetravalentes estao disponiveis por, e.
g., fusao de um fragmento ScFv com o dominio CH3 de uma molécula
de IgG ou com um fragmento Fab através da regiao de charneira,
ver Coloma et al., (1997) Nature Biotechnol. 15: 159-163.
Alternativamente, as moléculas biespecificas tetravalentes foram
criadas pela fusdo de diacorpos de cadeia Unica biespecificos
(ver Alt et al., (1999) FEBS Lett. 454: 90-94. As moléculas
biespecificas tetravalentes menores também podem ser formadas
pela dimerizagao de repetigbes de ScFv-Sc-Fv com um ligante

contendo um motivo hélice-ansa-hélice (minianticorpos DiBi, ver
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Muller et al., (1998) FEBS Lett. 432: 45-49) ou uma molécula de
cadeia tnica compreendendo quatro dominios variaveis de
anticorpo (VH e VL) numa orientacao que evita o emparelhamento
intramolecular (diacorpo em repeticao, ver Kipriyanov et al.,
(1999) J. Mol. Biol. 293: 41-56). O0Os fragmentos de F(ab’).
biespecificos podem ser criados por acoplamento quimico de
fragmentos Fab’ ou por heterodimerizagao através de fechos de
leucina (ver Shalaby et al., (1992) J. Exp. Med. 175: 217-225 e
Kostelny et al., (1992), J. Immunol. 148: 1547-1553). Também
disponiveis estdao os dominios de Vh e VL isolados (Domantis

plc), ver documentos US 6248516, US 6291158, US 6172197.

Numa forma de realizacao ¢é proporcionado um fragmento de
anticorpo terapéutico (e. g., ScFv, Fab, Fab’, F(ab’);) ou um
fragmento de anticorpo manipulado como descrito supra dgque se
liga especificamente a hIL-13 e inibem a interacgao entre hIL-13
e hIL-13R. O fragmento de anticorpo terapéutico compreende
tipicamente uma CDRH3 que possuili a sequéncia de SEQ ID N°: 3
opcionalmente em conjunto com CDR possuindo a sequéncia

apresentada em SEQ ID N°: 1, 2, 4, 5 e 6.

1.5 Anticorpos heteroconjugados

Os anticorpos heteroconjugados também formam uma forma de
realizagao da presente invencao. 0Os anticorpos heteroconjugados
sao compostos por dois anticorpos covalentemente ligados
formados utilizando quaisquer métodos de reticulacao

convenientes. ver, e. g., documento US 4676980.
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1.6 Outras Modificacdes

Cré-se que a interacgao entre a regiao Fc de um anticorpo e
varios receptores de Fc¢ (FcyR) medeia as fungdes efectoras do
anticorpo que inclui a citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC), fixacao de complemento, fagocitose e
meia-vida/depuragdo do anticorpo. As varias modificagdes da
regiao Fc de anticorpos da invengao podem ser efectuadas
dependendo da propriedade desejada. Por exemplo, as mutacgdes
especificas na regiao Fc para tornar um anticorpo, de outro modo
litico, nao litico, sao detalhadas nos documentos EP 0629240Bl e
EP 0307434B2 ou pode incorporar um epitopo de ligacao de
receptor de resgate no anticorpo para aumentar a meia-vida
sérica, ver documento US 5739277. Ha cinco receptores Fcvy
humanos reconhecidos actualmente, FcyR (I), FcyRIIa, FcyRIIb,
FcyRIITa e FcRn neonatal. Shields et al., (2001) J. Biol. Chem.
276: 6591-6604 demonstraram gue um Jgrupo comum de residuos de
IgGl esta envolvido na ligacdo de todos FcyRs, enquanto FcyRII e
FcyRIII wutilizam sitios distintos fora deste grupo comum. Um
grupo de residuos de IgGl reduziu a ligacao para todos os FcyRs
quando alterados para alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-270,
Asn-297 e Pro-239. Todos estao no dominio de CH2 de 1IgG e
agrupados proéximo da charneira que junta CH1 e CH2. Enquanto o
FcyRI utiliza apenas o grupo comum de residuos de IgGl para
ligagao, o FcyRII e FcyRIII interagem com residuos distintos
além do grupo comum. A alteracgdo de alguns residuos reduziu a
ligagao apenas para FcyRII (e. g., Arg-292) ou FcyRIII (e. g.,
Glu-293). Algumas variantes mostraram ligagao melhorada para
FcyRII ou FcyRIII, mas nao afectaram a ligagao para o outro
receptor (e. g., Ser-267Ala melhorou a ligagao para FcyRII, mas
a ligagao para FcyRIII nao foi afectada). Outras variantes

apresentaram ligag¢ao melhorada para FcyRII ou FcyRIII com
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redugao na ligagao para o outro receptor (e. g., Ser-298Ala
melhorou a ligagao para FcyRIII e reduziu a 1ligagao para
FcyRIII). Para FcyRIIIa, as melhores variantes de ligagao de
IgGl tiveram substituigdes de alanina combinadas em Ser-298,
Glu-333 e Lys—-334. Cré-se gue o receptor FcRn neonatal esteja
envolvido tanto na depuracao de anticorpo como na transcitose
através de tecidos (ver Junghans R. P. (1997) Immunol. Res. 16:
29-57 e Ghetie et al., (2000) Annu. Ver. Immunol. 18: 739-766).
Os residuos de IgGl humano determinados para interagir
directamente com FcRn humano incluem 1Ile253, Ser254, Lys288,
Thr307, G1ln311, Asnd434 e His435. Mudangas em dqualquer destas
posicgdes descritas nesta secgao podem permitir meia-vida
aumentada e/ou propriedades efectoras alteradas de anticorpos da

invencgao.

Outras modificacdes incluem variantes de glicosilagao dos
anticorpos da invencao. A glicosilagcao de anticorpos em posigdes
conservadas nas suas regides constantes € conhecida por ter um
profundo efeito na funcao de anticorpo, particularmente
funcionamento efector, tal como aqueles descritos acima, ver, e.
g., Boyd et al., (1996) Mol. Immunol. 32: 1311-1318. Sao
contempladas variantes de glicosilacgao dos anticorpos
terapéuticos ou seus fragmentos de ligagao a antigénio da
presente 1invengao em gque uma ou mais unidades de hidrato de
carbonos sao adicionadas, substituidas, deletadas ou
modificadas. A introducao de um motivo asparagina-X-serina ou
asparagina-X-treonina «c¢ria um sitio ©potencial para adesao
enzimatica de unidades de hidrato de carbono e pode, portanto,
ser utilizada para manipular a glicosilagao de um anticorpo. Em
Raju et al., (2001) Biochemistry 40: 8868-8876 a sializacgao
terminal de uma imunocadesina de TNFR-IgG foi aumentada através

de um processo de regalactosilacao e/ou resializacao utilizando
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beta-1,4-galactosiltransferase e/ou alfa 2,3 sialiltransferase.
Cré-se que aumentando a sializagao terminal aumente-se a meia-
vida da imunoglobulina. Os anticorpos, em comum com a maioria
das glicoproteinas, sao tipicamente produzidos como uma mistura
de glicoformas. Esta mistura ¢é particularmente aparente gquando
anticorpos sao produzidos em células eucaridticas,
particularmente mamiferas. Foram desenvolvidos varios métodos
para fabricar glicoformas definidas, ver Zhang et al., Science
(2004) 303: 371, Sears et al., Science (2001) 291: 2344, Wacker
et al., (2002) Science 298: 1790, Davis et al., (2002) Chemnm.
Ver. 102: 579, Hang et al., (2001) Acc. Chem. Res. 34: 727.
Assim, a 1invencgao contempla uma pluralidade de anticorpos
terapéuticos (monoclonais) {(que podem ser do isotipo IgG, e. g.,
IgGl) como aquil descrito compreendendo um numero definido (e.
g., 7 ou menos, por exemplo 5 ou menos tal como dois ou um
unico) de gliforma(s) dos referidos anticorpos ou seus

fragmentos de ligacao a antigénio.

As formas de realizagao adicionais da invengao incluem
anticorpos terapéuticos da 1invencgado ou seus fragmentos de
ligagao a antigénio acoplados a um polimero né&o proteinaceo, tal
como polietilenoglicol (PEG), polipropilenoglicol ou
polioxialquileno. A conjugagado de proteinas a PEG é uma técnica
estabelecida para aumentar a meia-vida de proteinas, assim como
reduz a antigenicidade e imunogenicidade de proteinas. A
utilizagcao de PEGuilacao com diferentes pesos moleculares e
estilos (linear ou ramificado) foi investigada com anticorpos
intactos, assim como fragmentos Fab’, ver Koumenis I. L. et al.,

(2000) Int. J. Pharmaceut. 198: 83-95.
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3. Métodos de Producgdo

Os anticorpos da invencao podem ser produzidos como uma
populagao policlonal, mas sao, de um modo mais preferido,
produzidos como uma populagaoc monoclonal (isto &, como uma
populagao consideravelmente homogénea de anticorpos idénticos
direccionados contra um sitio de ligacdo antigénico especifico).
E o6bvio que serd evidente para os especialistas na técnica que
uma populagao 1implica mais de uma entidade de anticorpo. Os
anticorpos da presente invengao podem ser produzidos em
organismos transgénicos tal como cabras (ver Pollock et al.,
(1999) J. Immunol. Methods 231: 147-157), galinhas (ver Morrow
KJJ (2000) Genet. Eng. News 20: 1-55, murganhos (ver Pollock
et al.) ou vegetais (ver Doran PM (2000) Curr. Opinion
Biotechnol. 11: 199-204, Ma JK-C (1998) Nat. Med. 4: 601-6006,
Baez J et al., BioPharm (2000) 13: 50-54, Stoger E. et al.,
(2000) Plant Mol. Biol. 42: 583-590). Os anticorpos também podem
ser produzidos por sintese quimica. No entanto, os anticorpos da
invengao sao tipicamente produzidos wutilizando tecnologia de
cultura de células recombinantes bem conhecida pelos
especialistas na técnica. Um polinucledétido que codifica o
anticorpo é isolado e inserido num vector replicavel tal como um
plasmideo para futura clonagem (amplificagdo) ou expressao. Um
sistema de expressao util é um sistema de glutamato sintetase
(tal como o vendido por Lonza Biologics), particularmente quando
a célula hospedeira ¢é CHO ou NSO (ver a seguir) . 0
polinucledtido que codifica o anticorpo é prontamente isolado e
sequenciado wutilizando processos convencionais (e. g., sondas
oligonucleotidicas). Os vectores que podem ser utilizados
incluem plasmideo, virus, fago, transposdes, minicromossomas dos
quais os plasmideos sao uma forma de realizagdao tipica.

Geralmente, tais vectores incluem adicionalmente uma sequéncia
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sinal, origem de replicagao, um ou mals genes marcadores, um
elemento estimulador, um promotor e sequéncias de terminacgao de
transcrigdo ligados operacionalmente ao polinucledtido da cadeia
leve e/ou pesada para facilitar a expressdao. O polinucledtido
que codifica a cadeia leve e pesada pode ser 1inserido em
vectores separados e transfectado na mesma célula hospedeira ou,
se desejado, tanto a cadeia pesada como a cadeia leve podem ser
inseridas no mesmo vector para transfecgdao na célula hospedeira.
Assim, de acordo <com um aspecto da presente invencao, é
proporcionado um processo para construir um vector que codifica
as cadelas leve e/ou pesada de um anticorpo terapéutico ou seu
fragmento de ligagao a antigénio da invengao, compreendendo esse
método a insercdo num vector, um polinucledétido que codifica uma
cadeia leve e/ou cadeia pesada de um anticorpo terapéutico da

invencao.

Noutro aspecto da invengao, é proporcionado um
polinucledétido que codifica um dominio VH de murino que tem a

sequéncia apresentada como SEQ ID N°: 24.

Noutro aspecto da invengao, é proporcionado um
polinucledétido que codifica um dominio VL de murino que tem a

sequéncia apresentada como SEQ ID N°: 25.

Noutro aspecto da invengao, é proporcionado um
polinucledétido que codifica um dominio VH gue tem a sequéncia

selecionada do grupo consistindo em SEQ ID N°: 26, 27, 28, 29.

Noutro aspecto da invengao, é proporcionado um
polinucledétido que codifica um dominio VL gue tem a sequéncia

selecionada do grupo consistindo em SEQ ID N°: 30, 31.
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De acordo <com a presente 1invencado é proporcionado um
polinucledtido que codifica uma cadeia pesada da invencgao, cujo
polinucledétido é seleccionado do grupo consistindo em;

SEQ ID N°: 32, 33, 34, 3b5.

De acordo com a presente invengao ¢é proporcionado um
polinucledétido que codifica uma cadeia leve da invencéao, cujo
polinucledtido é seleccionado do grupo consistindo em SEQ ID N°:

36, 37.

Serda imediatamente evidente para os especialistas na técnica
que devido a redunddncia do c¢ddigo genético, também estao
disponiveis polinucledétidos alternativos aqueles aqui divulgados

que codificam os polipéptidos da invencao.

3.1 Sequéncias sinal

Os anticorpos da presente invengao podem ser produzidos como
uma proteina de fusdo com uma sequéncia sinal heterdéloga gque tem
um sitio de <clivagem especifico no terminal N da proteina
madura. A sequéncia sinal deve ser reconhecida e processada pela
célula hospedeira. Para células hospedeiras procaridticas, a
sequéncia sinal pode ser uma fosfatase alcalina, penicilinase,
ou lideres de enterotoxina II estavel ao calor. Para secregado em
levedura, as sequéncias sinal podem ser um lider de invertase de
levedura, lider de factor o ou lideres de fosfatase &acida, ver
e. g., WO 90/13646. Em sistemas de célula mamifera, 1lideres
secretdrios virais tal como sinal gD de herpes simples e uma
sequéncia sinal de imunoglobulina nativa estao disponiveis.
Tipicamente a sequéncia sinal esta ligada em fase de leitura ao

ADN que codifica o anticorpo da invengao.
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3.2 Origem de replicacgao

As origens de replicagbdes sao bem conhecidas na técnica com
PBR322 adequado para a maioria das bactérias gram-negativas,
21 plasmideo para a maioria das leveduras e varias origens
virais tal como S8V40, polioma, adenovirus, VSV ou BPV para a
maioria das c¢élulas mamiferas. Geralmente, o0 componente de
origem de replicagao nao é necessario para vectores de expressao
em mamiferos, mas o SV40 pode ser utilizada Jja gque contém o

promotor inicial.

3.3 Marcador de selecido

Os genes de selecao tipicos codificam proteinas gque (a)
conferem resisténcia a antibidéticos ou outras toxinas, e. g.,
ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina ou (b)
complementam as deficiéncias auxotrdéficas ou suplementam
nutrientes nao disponiveis nos meios complexos. O esquema de
selecgao pode envolver a detencao do crescimento da célula
hospedeira. As células, que foram satisfatoriamente
transformadas com os genes que codificam o anticorpo terapéutico
da presente invencao, sobrevivem devido a, e. g., resisténcia a
farmaco conferida pelo marcador de selecdo. Um outro exemplo € o
também chamado marcador de selecgao DHFR em que 0s
transformantes sao cultivadas na presenga de metotrexato. Em
formas de realizagao tipicas, as c¢élulas séao cultivadas na
presenca de quantidades crescentes de metotraxato para
amplificar o numero de cdpias do gene exdgeno de interesse. As
células CHO sao de uma linha celular particularmente Util para a
selecgao de DHFR. Um exemplo adicional é o sistema de expressao

da glutamato sintetase (Lonza Biologics). Um gene para selecgao
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adequado para utilizacdo em levedura ¢é o gene trpl, ver

Stinchcomb et al., Nature 282: 38, 1979.

3.4 Promotores

Os promotores adequados para os anticorpos de expressao da
invengdo estdo ligados operacionalmente ao ADN/polinucledtido
que codifica o anticorpo. Os promotores para hospedeiros
procaridéticos incluem promotor phoA, sistemas promotores de
Beta-lactamase e lactose, promotores de fosfatase alcalina,
triptofano e hibridos, tal como Tac. Os promotores adequados
para expressao em células de levedura incluem oS de
3-fosfoglicerato cinase ou outras enzimas glicoliticas, e. g.,
enolase, gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase, hexocinase,
piruvato descarboxilase, fosfofrutocinase, glicose 6 fosfato
isomerase, 3-fosfoglicerato mutase e glicocinase. 0Os promotores
de levedura induziveis incluem os de 4&alcool desidrogenase 2,
isocitocromo C, fosfatase Aacida, metalotioneina e enzimas
responsaveis pelo metabolismo de azoto ou utilizagao de

maltose/galactose.

Os promotores para expressao em sistemas celulares de
mamiferos incluem promotores virais, tal como polioma, virus da
variola das aves e adenovirus (e. g., adenovirus 2), virus do
papiloma bovino, virus do sarcoma de aves, citomegalovirus (em
particular o promotor génico inicial imediato), retrovirus,
virus da hepatite B, actina, promotor do virus do sarcoma de
Rous (RSV) e o virus de simio 40 inicial ou tardio. Claro que a
escolha do promotor € baseada na compatibilidade adequada com a
célula hospedeira wutilizada para expressao. Numa forma de

realizagcao, ¢é deste modo, proporcionado um primeiro plasmideo
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compreendendo um promotor e RSV e/ou de SV40 e/ou de CMV, ADN
que codifica regiao V de cadeia leve (VL) da invencgao, regiao kC
em conjunto com marcadores de selecgdao de resisténcia a
ampicilina e um segundo plasmideo compreendendo um promotor de
RSV ou de SvV40, ADN que codifica a regiao V de cadeia pesada
(VH) da invencao, ADN que codifica a regiao constante vi1,

marcadores de DHFR e de resisténcia a ampicilina.

3.5 Elemento estimulador

Quando apropriado, e. g., para expressao em eucariotos
superiores, um elemento estimulador ligado operacionalmente ao
elemento promotor num vector pode ser utilizado. As sequéncias
estimuladoras mamiferas adequadas incluem elementos
estimuladores para globina, elastase, albumina, fetoproteina e
insulina. Alternativamente, alguém pode usar um elemento
estimulador de um virus de células eucaridtica tal como um
estimulador de SV40 (em 100-270 bp), estimulador de promotor
inicial de citomegalovirus, estimulador de polioma, estimulador
baculoviral ou locus de IgG2a murino (ver documento
WO 04/009823). O estimulador &, de um modo preferido, localizado

no vector num sitio a montante do promotor.

3.6 Células hospedeiras

As células hospedeiras adequadas paravectores de clonagem ou
expressao que codificam anticorpos da invengao sao células
procaridticas, de levedura ou eucaridticas superiores. Células
procaridticas adequadas incluem eubactérias, e. g.,

Enterobacteriaceae, tal como Escherichia, e. g., E. coli (e. g.,
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ATCC 31 446; 31 537; 27 325), Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, e. g., Salmonella typhimurium, Serratia,
e. g., Serratia mascescans e Shigella assim como Bacilli tal
como B. subtilis e B. licheniformis (ver documento DD 266710),
Pseudomonas tal como P. aeroginosa e Streptomyces. Das células
hospedeiras de levedura, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces (e. g., ATCC 16 045, 12
424, 24 178, 56 500), Yarrowia (EP402.226), Pichia Pastoris
(documento EP183070, ver também Peng et al., J. Biotechnol. 108
(2004) : 185-192, Candida, Trichoderma reesia (EpP244.234),
Penicillin, Tolypocladium e hospedeiros de Aspergillus, tal como

A. nidulans e A. niger também sao contemplados.

Embora as células hospedeiras procaridéticas e de levedura
sejam especificamente contempladas pela i1invengao, de um modo
preferido, no entanto, as células hospedeiras da presente
invengao sao células eucaridticas superiores. As células
hospedeiras eucaridéticas superiores adequadas incluem células
mamiferas tal como COS-1 (ATCC N° CRL 1650), CO0S-7 (ATCC CRL
1651), 1linha de rim embriondrio humano 293, célula de rim de
hamster bebé (BHK) (ATCC CRL 1632), BHK570 (ATCC NO: CRL 10314),
293 (ATCC NO: CRL 1573), células de ovario de hamster Chinés CHO
(e. g., CHO-K1, ATCC NO: CCL 61, linha celular DHFR-CHO tal como
DG44 (ver Urlaub et al., (1986) Somatic Cell Mol. Genet. 12:
555-556)), particularmente aquelas linhagens celulares de CHO
adaptadas para cultura em suspensao, células de sertoli de
murganho, c¢élulas de rim de macaco, células de rim de macaco
verde africano (ATCC CRL-1587), <células Hela, células de rim
canino (ATCC CCL 34), células de pulmédo humano (ATCC CCL 75),
células Hep G2 e de mieloma ou linfoma, e. g., NSO (ver
documento US 5807715), Sp2/0, YO. Assim, numa forma de

realizagcao da i1nvengdao ¢é proporcionada uma célula hospedeira
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estavelmente transformada compreendendo um vector que codifica
uma cadeia pesada e/ou cadeia leve do anticorpo terapéutico ou
seu fragmento de ligagao a antigénio como aqui descrito. De um
modo preferido, estas células hospedeiras compreendem  um
primeiro vector que codifica a cadeia leve e um segundo vector

que codifica a referida cadeia pesada.

Fermentacdo bacteriana

Os sistemas bacterianos sao particularmente convenientes
para a expressao de fragmentos de anticorpo. Tais fragmentos
estao localizados intracelularmente ou dentro do periplasma. As
proteinas periplasmaticas insoluveis podem ser extraidas e
reorganizadas para formar proteinas activas de acordo com
métodos conhecidos pelos especialistas na técnica, ver Sanchez
et al., (1999) J. Biotechnol. 72: 13-20 e Cupit PM et al.,
(1999) Lett. Appl. Microbiol. 29: 273-277.

3.7 Métodos para Cultivo de Células

As células hospedeiras transformadas com vectores que
codificam os anticorpos terapéuticos da invengao ou seus
fragmentos de ligagao a antigénio podem ser cultivadas por
qualquer método conhecido pelos especialistas na técnica. As
células hospedeiras podem ser cultivadas em frascos de agitacgao,
tubos rolantes ou sistemas de fibra oca, mas é preferido para
produgcao em grande escala gque sejam utilizados reactores em
tanque com agitagao particularmente para culturas em suspensao.
De um modo preferido, os tanques com agitagao sao adaptados para

arejamento utilizando, e. g., pulverizador de a&agua, septos, ou
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impulsor de fragmentagdao 1lenta. Para colunas de espuma e
reactores com arejamento pode ser utilizado o arejamento directo
com bolhas de ar ou oxigénio. Quando as células hospedeiras sao
cultivadas em meios de cultura sem soro é preferido que os meios
sejam suplementados com um agente protector celular, tal como
plurdénico F-68 para ajudar a prevenir lesdo celular como
resultado do processo de arejamento. Dependendo das
caracteristicas da célula hospedeira, os microveiculos podem ser
utilizados como substratos para crescimento para linhas
celulares dependentes de ancoragem ou as células podem ser
adaptadas para cultura em suspensao (o que é tipico). O cultivo
de células hospedeiras, particularmente células hospedeiras de
invertebrados, pode utilizar uma variedade de modos
operacionais, tal como alimentacdo em continuo, processamento
repetido em continuo (ver Drapeau et al., (1994) Cytotechnology
15: 103-109), processo de continuo estendido ou cultura de
perfusao. Embora as células hospedeiras mamiferas transformadas
recombinantemente possam ser cultivadas em meios contendo soro,
tal como soro de vitelo fetal (FCS), prefere-se que tais células
hospedeiras sejam cultivadas em meios sintéticos sem soro, tal
como divulgado em Keen et al., (1995) Cytotechnology 17: 153-
163, ou meios disponiveis comercialmente, tal como ProCHO-CDM ou
UltraCHO™ (Cambrex NJ, EUA), suplementado quando necessario com
uma fonte de energia, tal como glicose e factores de crescimento
sintéticos, tal como insulina recombinante. O cultivo sem soro
de células hospedeiras pode requerer gque estas células sejam
adaptadas para crescer em condigdes sem soro. Uma abordagem de
adaptacao é cultivar estas células hospedeiras em meios contendo
soro e trocar repetidamente 80% do meios de cultura por meios
sem soro para que as células hospedeiras aprendam a adaptar-se
em condig¢des sem soro (ver, e. g., Scharfenberg K et al., (1995)

em Animal Cell Technology: Developments towards The 21st Century
66



(Beuvery E. C. et al. eds), 619-623, Kluwer Academic

Publishers).

Os anticorpos da invencao secretados nos meios podem ser
recuperados e purificados utilizando uma variedade de técnicas
para proporcionar um grau de purificacao adequado para a
utilizagao pretendida. Por exemplo, a utilizagao de anticorpos
terapéuticos da invencao para o tratamento de doentes humanos
requer tipicamente, pelo menos, 95% de pureza, mais tipicamente
98% ou 99% ou mais de pureza (comparado com o meio de cultura
bruto). No primeiro caso, os residuos celulares dos meios de
cultura sao removidos, tipicamente, utilizando centrifugacao
seguida por uma etapa de clarificacgao do sobrenadante
utilizando, e. g., microfiltracdo, ultrafiltracgdo e/ou filtragem
profunda. Estdao disponiveis varias outras técnicas, tal como
didlise e eletroforese em gel e técnicas cromatograficas, tal
como hidroxiapatite (HA), cromatografia de afinidade (envolvendo
opcionalmente um sistema de marcacao de afinidade, tal como
poli-histidina) e/ou cromatografia de interacg¢do hidrofdébica (HIC,
ver documento US 5429746). Numa forma de realizacgao, os anticorpos
da invengao, seguindo varias etapas de <clarificacéo, sSao
capturados utilizando cromatografia de afinidade de Proteina A
ou G seguida por etapas de cromatografia adicionais, tal como
cromatografia HA e/ou de troca idnica, troca anidnica ou
catidénica, cromatografia de exclusao em gel e precipitacgao por
sulfato de amdénio. Tipicamente, sado também empregues varias
etapas de remogao de virus (e. g., nanofiltragem wutilizando,
e. g., filtro DV-20). Apds estas varias etapas, uma preparacao
purificada (de um modo preferido monoclonal) compreendendo, pelo
menos, 75 mg/mL ou mais, e. g., 100 mg/mL ou mais do anticorpo
da invengao ou seu fragmento de ligagao a antigénio é

proporcionado e forma, deste modo, uma forma de realizacao da
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invencao. Adequadamente, tais preparacgdes sao consideravelmente

livres de formas agregadas de anticorpos da invencgao.

4. Composicdes Farmacéuticas

As preparagbes purificadas de anticorpos da invencgéao
(particularmente preparagdes monoclonais) como descrito supra,
podem  ser incorporadas em composicgdes farmacéuticas para
utilizagdo no tratamento de doengas e disturbios humanos, tais
como doengas atdpicas, e. g., asma, rinite alérgica, COPD.
Tipicamente, estas composigdes compreendem um veiculo
farmaceuticamente aceitdavel como conhecido e denominado por
pratica farmacéutica aceitavel, ver, e. g., Remingtons
Pharmaceutical Sciences, 16th edition (1980), Mark Publishing
Co. Exemplos destes veiculos incluem veiculos esterilizados, tal
como soro fisioldgico, solugdo de Ringer ou solucao de dextrose,

tamponada com tampdes apropriados para um pH numa faixa de 5 até

8. As composigdes farmacéuticas para injeccgao (e. g.,
intravenosa, intraperitoneal, intradérmica, subcutéanea,
intramuscular ou intraportal) ou infusao continua sSao

adequadamente livres de matéria particulada visivel e podem
compreender entre 0,1 ng até 100 mg de anticorpo, de um modo
preferido entre 5 mg e 25 mg de anticorpo. 0Os métodos para a
preparagao de tais composigdes farmacéuticas sao bem conhecidos
peloos especialistas na técnica. Numa forma de realizagao, as
composicbes farmacéuticas compreendem entre 0,1 ng até 100 mg de
anticorpos terapéuticos da invengao em forma de unidade de
dosagem, opcionalmente em conjunto com instrugdes para
utilizacgao. As composigdes farmacéuticas da invengao podem ser
liofilizadas (secas congeladas) para reconstituigao antes da

administragao de acordo com métodos bem conhecidos ou evidentes
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para os especialistas na técnica. Quando as formas de realizacgao
da invencao compreendem anticorpos da invengao com um isotipo
IgGl, pode ser adicionado um quelante de cobre, tal como citrato
(e. g., citrato de sd6dio) ou EDTA ou histidina a composicao
farmacéutica para reduzir o grau de degradacgao mediada por cobre
dos anticorpos deste isotipo, ver documento EP0612251. 0
tratamento anti-hIL-13 pode ser dado oralmente, por inalacgao,
topicamente (e. g., intra-ocular, intranasal, rectal em

ferimentos na pele).

As doses e regimes de tratamento eficazes para administracgao
do anticorpo da invencgao sao geralmente determinados
empiricamente e sao dependentes de factores, tais como a idade,
peso e estado de salde do doente e doencga ou disturbio a ser
tratado. Tais factores estdao dentro do alcance do médico
assistente. A orientacao na selecgao de doses apropriadas pode
ser encontrada em e. g., Smith et al., (1977) Antibodies in
human diagnosis and therapy, Raven Press, Nova Iorque, mas em

geral estd entre 1 mg e 1000 mg.

Dependendo da doenga ou distirbio a ser tratado (mas
particularmente asma), as composicgdes farmacéuticas
compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz do

anticorpo da invengao podem ser utilizadas simultaneamente,
separadamente ou sequencialmente com uma quantidade eficaz de um
outro medicamento, tais como agentes anti-inflamatdérios (e. g.,
corticosterdide ou um NSAID), agentes anticolinérgicos
(particularmente antagonistas de receptor M1/M2/M3), agonistas
de adrenoreceptor B2, agentes anti-infecciosos (e. g.,
antibidéticos, antivirais), anti-histaminas, inibidor de PDEA4.
Exemplos de agonistas de adrenoreceptor [, incluem salmeterol,

salbutamol, formoterol, salmefamol, fenoterol, terbutalina.
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Agonistas de adrenoreceptor (B, de longa duracao preferidos
incluem agqueles descritos nos documentos WO 02/66422A,
WO 02/270490, WO 02/076933, WO 03/024439 e WO 03/072539. Os
corticosterdides adequados incluem metilprednisolona,
prednisolona, dexametasona, propionato de fluticasona, éster
S—-fluormetilico do acido 60, 9a—-difluor-17a-[(2-
furanilcarbonil)oxi]-11p-hidroxi-16a-metil-3-oxo-17c-

propioniloxi-androsta-1,4-dieno-17pf-carbotidico, éster S-(2-oxo-
tetra-hidro-furan-3S-ilico) do é&cido 6c,9a-difluor-11B-hidroxi-
l6a-metil-3-oxo-androsta-1,4-dieno-17B-carbotidico, ésteres de

beclometasona (e. g., o éster de 17-propionato ou o éster de

17,21-dipropionato), budesonida, flunisolida, ésteres de
mometasona (e. g., o) éster de furoato), acetonida de
triancinolona, rofleponida, ciclesonida (16o-17[[(R)-ciclo-
hexilmetilenolbis(oxi)]-110,21-di-hidroxi-pregna-1,4-dieno-3,20-

diona), propionato de Dbutixocorte, RPR-106541 e ST-126. Os
corticosterdides preferidos incluem propionato de fluticasona,
éster S-fluormetilico do acido 6, 9o—-difllor-170-[ (2-
furanilcarbonil)oxi]-11pf-hidroxi-l6a-metil-3-oxo-17c-

propioniloxi-androsta-1,4-dieno-17p-carbotidico e éster
S-fluormetilico do acido 60, 9o-difluor-170-[ (2-furanil-
carbonil)oxi]-11R-hidroxi-16o-metil-3-oxo-androsta-1,4-dieno-17p-
carbotidico, de um modo mais preferido, éster S-fluormetilico do
acido 6, 9o—difltor-17a-[ (2-furanilcarbonil)oxi]-11R-hidréxi-16u-
metil-3-oxo-androsta-1,4-dieno-17f-carbotidico. 0Os compostos nao
esteroidais possuindo agonismo glicocorticdide que podem possuir
selectividade para transrepressao sobre a transativagao e que
podem ser uUteis em terapia de associacao incluem os documentos
cobertos nas seguintes patentes: WO 03/082827, WO 01/10143,
WO 98/54159, WO 04/005229, WO 04/009016, WO 04/009017,
WO 04/018429, WO 03/104195, WO 03/082787, WO 03/082280,

WO 03/059899, WO 03/101932, WO 02/02565, WO 01/16128,
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WO 00/66590, WO 03/086294, WO 04/026248, WO 03/061651,
WO 03/08277.

Os agentes anti-inflamatdérios adequados incluem farmacos

anti-inflamatdérios nao esteroidais (NSAID).

Os NSAID adequados incluem cromoglicato de sdédio, nedocromil
sédico, inibidores de fosfodiesterase (PDE) (e. g., teofilina,
inibidores de PDE4 ou inibidores de PDE3/PDE4 misturados),
antagonistas de leucotrieno, inibidores de sintese de
leucotrieno (e. g., montelukast), inibidores de iNOS, inibidores
de triptase e elastase, antagonistas de integrina beta-2 e
agonistas ou antagonistas de receptor de adenosina (e. g.,
agonistas de adenosina 2a), antagonistas de citocina (e. g.,
antagonistas de quimiocina, tal como um antagonista de CCR3) ou
inibidores de sintese de citocina, ou inibidores de
5-lipoxigenase. Outros agonistas de adrenoreceptor B, adequados
incluem salmeterol (e. g., como o xinafoato), salbutamol (e. g.,

como o sulfato ou a base 1livre), formoterol (e. g., como ©

fumarato), fenoterol ou terbutalina e seus sais. Um 1NOS
(inibidor de ¢xido nitrico sintase induzivel) ¢é de um modo
preferido para administragao oral. Os inibidores de 1iNOS

adequados incluem os divulgados nos documentos WO 93/13055,
WO 98/30537, WO 02/50021, WO 95/34534 e WO 99/62875. Os
inibidores de CCR3 adequados incluem os divulgados no documento

WO 02/26722.

De particular interesse é a utilizacdao dos anticorpos da
invengao em combinagaoc com um inibidor de fosfodiesterase 4
(PDE4). O inibidor especifico de pDE4 util neste aspecto da
invencao pode ser qualquer composto que seja conhecido por

inibir a enzima PDE4 ou que se verificou agir como um inibidor
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de PDE4, e que seja apenas inibidor de PDE4, nao compostos gue
inibnoutros membros da familia de PDE, tal como PDE3 e PDES5,

assim como PDE4.

Os compostos de interesse incluem &cido cis-4-ciano-4-(3-
ciclopentiléxi-4-metoxifenil)ciclo-hexano-1-carboxilico,
2-carbometoxi-4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-difluorometoxi-
fenil)ciclo-hexan-1l-ona e cis-[4-ciano-4-(3-ciclopropilmetoxi-4-
difluormetoxifenil)ciclo-hexan-1-0l]. Também, o acido cis-4-
ciano-4-(3-ciclopentiloxi-4-metoxifenil)ciclo-hexano-1-carbo-
xilico (também conhecido como cilomilast) e seus sals, ésteres,
pré-farmacos ou formas fisicas, que sao descritas na patente U.
S. 5552438 apresentada em 3 de Setembro de 1996; esta patente e
os compostos que ela divulga sao agqui incorporados na totalidade

como referéncia.

AWD-12-281 da Elbion (Hofgen, N. et al. 15% EFMC Int. Symp.
Med. Chem. (6-10 Set., Edimburgo) 1998, Res. p. 98; referéncia
CAS N° 247584020-9); um derivado de 9-benziladenina denominado
NCS-613 (INSERM); D-4418 da Chiroscience e Schering-Plough; um
inibidor de PDE4 Dbenzodiazepina identificado como CI-1018
(PD-168787) e atribuido a Pfizer; um derivado de benzodioxol
divulgado por Kyowa Hakko no dcumento WO 99/16766; K-34 de Kyowa
Hakko; V-11294A de Napp (Landells, L. J. et al., Eur. Resp. J.
[Annu. Cong. Eur. Resp. Soc. (19-23 Set., Genebra) 1998] 1998,
12 (Suppl. 28) : Res. P2393); roflumilast (referéncia
CAS N° 162401-32-3) e uma ftalazinona (documento WO 99/47505, a
divulgacao da qual é, desse modo, incorporada por referéncia) de
Byk-Gulden; pumafentrina, (=)-p-[(4aR*,10bS*)-9-etoxi-
1,2,3,4,4a,10b-hexaidro-8-metoxi-2-metilbenzo[c][1l,6]naftiridin-
6-i11]-N,N-diisopropilbenzamida que ¢é um inibidor de PDE3/PDE4

misto dque foili preparado e publicado por Byk-Gulden, agora
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Altana; arofilina sob desenvolvimento por Almirali-Prodesfarma;
VM554/UM565 de Vernalis; ou T-440 (Tanabe Seiyaku; Fuji, K. et
al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1998, 284(1): 162) e T2585.

Os compostos adicionais de interesse sao divulgados no
pedido de patente internacional publicado WO 04/024728 (Glaxo
Group Ltd), documentos PCTEP2003/014867 (Glaxo Group Ltd) e
PCTEP2004/005494 (Glaxo Group Ltd).

Os agentes anticolinérgicos adequados sao aqueles compostos
gue actuam como antagonistas nos receptores muscarinicos, em
particular os compostos que sao antagonistas dos receptores M; ou
M;, antagonistas duais dos receptores M;/M; ou M;/Ms; ou pan-
antagonistas dos receptores M;/My/Ms. Os compostos exemplares
para administracao através de inalagao incluem ipratrdpio (e.
g., como o brometo, CAS 22254-24-¢6, vendido sob o nome
Atrovent), oxitrdpio (e. g., como o brometo, CAS 30286-75-0) e
tiotrdépio (e. g., como o brometo, CAS 136310-93-5, vendido sob o
nome Spiriva). Também de interesse sao revatropato (e. g., como
0 brometo, CAS 262586-79-8) e LAS-34273 que ¢ divulgado no
documento WO 01/04118. Os compostos exemplares para
administragao oral incluem pirenzepina (CAS 28797-61-7),
darifenacina (CAS 133099-04-4, ou CAS 133099-07-7 para o brometo
vendido sob o nome Enablex), oxiburtinina (CAS 5633-20-5,
vendido sob o nome Ditropan), terodilina (CAS 15793-40-5),
tolterodina (CAS 124937-51-5, ou CAS 124937-52-6 para e}
tartarato, vendido sob o nome Detrol), otildénio (e. g., como o
crometo, CAS 26095-59-0, vendido sob o nome Spasmomen), cloreto
de tréspio (CAS 10405-02-4) e solifenacina (CAS 242478-37-1, ou
CAS 242478-38-2 para o succinato também conhecido como YM-905 e

vendido sob o nome Vesicare).
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Os outros agentes anticolinérgicos incluem compostos de
férmula (XXI), que sao divulgados no pedido de patente U.S.
60/487981:

(XX

em que a orientacao preferida da cadeia de alquilo 1ligada ao

anel de tropano ¢é endo; R e R*

sao, independentemente,
seleccionados do grupo consistindo em grupos algquilo inferior de
cadeia ramificada ou linear possuindo de um modo preferido de
1 a 6 atomos de carbono, grupos cicloalquilo possuindo de 5 a
6 atomos de carbono, cicloalquil-algquilo que tem de 6 a
10 atomos de carbono, 2-tienilo, 2-piridilo, fenilo, fenilo
substituido com um grupo alguilo que nao tem mais do que
4 dtomos de carbono e fenilo substituido com um grupo alcoxilo
gque nado tem mais do que 4 atomos de carbono; X representa um
anido associado com a carga positiva do atomo N. X pode ser, mas

nao estda limitado a cloreto, brometo, iodeto, sulfato, sulfonato

de benzeno e sulfonato de tolueno, incluindo, por exemplo:

Brometo de (3-endo)-3-(2,2-di-2-tieniletenil)-8,8-dimetil-8-
azonia-biciclo[3.2.1]octano;

Brometo de (3-endo)-3-(2,2-difeniletenil)-8,8-dimetil-8-azonia-
biciclo[3.2.1]octano;

4-metilbenzenossulfonato de (3-endo)-3-(2,2-difenil-etenil)-
8,8-dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;

Brometo de (3-endo)-8,8-dimetil-3-[2-fenil-2-(2-

tienil)etenil]-8-azonia-biciclo[3.2.1]loctano; e/ou
74



Brometo de (3-endo)-8,8-dimetil-3- [2-fenil-2-(2-

piridinil)etenil]-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano.

Os agentes anticolinérgicos adequados adicionais incluem
compostos de férmula (XXII) ou (XXIII), que sao divulgados no

pedido de patente U.S. 60/511009:

o) (XX

em qgue:

0 atomo H indicado estd na posicao exo;

R representa um anido associado com a carga positiva do atomo
N. RV pode ser, mas nao estd limitado a, cloreto, brometo,

iodeto, sulfato, sulfonato de benzeno e sulfonato de tolueno;

R*? e R® s3o0 independentemente seleccionados do grupo consistindo
em grupos de alquilo inferior de cadeia ramificada ou linear
(que tém de um modo preferido de 1 a 6 atomos de carbono),
grupos cicloalquilo{que tém de 5 a 6 atomos de carbono),
cicloalquil-alquilo(que tém de 6 a 10 atomos de carbono),
heterocicloalquilo(que tém de 5 a 6 atomos de carbono) e N ou O
como © heteroatomo, heterocicloalquil-alguilo(que tém de 6 até
10 &atomos de carbono) e N ou O como o heteroatomo, arilo,
opcionalmente arilo substituido, feterocarilo e, opcionalmente,

heteroarilo substituido;
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R* & seleccionado do grupo consistindo em alquilo(Ci;-Cg¢),
cicloalgquilo(C3-Cy3), heterocicloalquilo (C3-Cy),
alguilo(Ci-Cg)cicloalquilo(C3-Cqz), alquilo(C;-Csg)
heterocicloalquilo(C3-Cy), arilo, heteroarilo, alquilo(C;-Cg)-arilo,
alquilo(C1-Cg)-heterocarilo, —OR“ﬁ -CHzoR“ﬂ -CH,0H, -CN, -CF;, -
CH,0(CO)R*®, -CO,R*/, -CH,NH,, -CH,N(R"")SO,R*>, -SO,N(R"") (R*"),
CON(RY) (R®), -CHN(R*) CO(R*), ~CHN(R®) 50, (R), -CHN(R®) CO, (R®),
-CH,N (R**) CONH (R) ;

R*” ¢é seleccionado do grupo consistindo em alquilo(Ci-Cg),
alquilo(Ci-Cg)cicloalguilo(C3-Ci2), alguilo(C1-Cg)
heterocicloalquilo(C3-Cy), alquilo(Ci-Cg)—-arilo, alquilo(C1-Cg) -

heteroarilo;

R* & seleccionado do grupo consistindo em alquilo(Ci1-Cs),

cicloalquilo(Cs3-Ciz), heterocicloalquilo (C3-Cy),
alquilo(C1-Cg)cicloalquilo(C3-Ci2), alguilo (C1-Csg)
heterocicloalquilo (C3-Cy), arilo, heteroarilo, alquilo(C1-Cg) -

arilo, alguilo(C;-Cg)-hetercarilo;

R e R sao, independentemente, seleccionados do grupo

consistindo em H, alquilo(C,1-Cyq), cicloalquilo(C3-Cy3),
heterocicloalquilo(C3-Cq), alquilo(C1-Cg¢)cicloalquilo (Cs-Cqz),
alquilo(C;-Cg)heterocicloalquilo(C3-Cy), alquilo(C1-Cg)—-arilo e

alquilo(C1-Cg)-heterocarilo, incluindo, por exemplo:

Iodeto de (endo)-3-(2-metoxi-2,2-di-tiofen-2-il-etil) -8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;
3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11)-2,2-difenil-
propionitrilo;
(endo)-8-metil-3-(2,2,2-trifenil-etil)-8-aza-biciclo
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[3.2.1]octano;

3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]loct-3-11)-2,2-difenil-
propionamida;

acido 3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11)-2, 2-
difenil-propidnico;

iodeto de (endo)-3-(2-ciano-2,2-difenil-etil)-8,8-dimetil-8-
azonia-biciclo[3.2.1]octano;

brometo de (endo)-3-(2-ciano-2,2-difenil-etil)-8,8-dimetil-8-
azonia-biciclo[3.2.1]octano;

3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11)-2,2-difenil-
propan-1-ol;

N-benzil-3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1)-2,2-
difenil-propionamida;

iodeto de (endo)-3-(2-carbamoil-2, 2-difenil-etil)-8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;

l1-benzil-3-[3-({endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11) -
2,2-difenil-propil]-ureia;

l-etil-3-[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-i1l)-2,2-
difenil-propil]-ureia;

N-[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1)-2,2-
difenil-propil]-acetamida;

N-[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1)-2,2-
difenil-propil]-benzamida;

3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo [3.2.1] oct-3-11)-2,2-di-
tiofen-2-il-propionitrila;

iodeto de (endo)-3-(2-ciano-2,2-di-tiofen-2-il-etil) -8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;

N-[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1)-2,2-
difenil-propil]-benzenossulfonamida;

[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-11)-2,2-
difenil-propil]-ureia;

N-[3-((endo)-8-metil-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-1i1)-2,2-
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difenil-propil]-metanossulfonamida; e/ou
brometo de (endo)-3-{2, 2-difenil-3-[(l-fenil-metanoil)-amino] -

propil}-8,8-dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano.

Os compostos mais preferidos uteis na presente invengao

incluem:

iodeto de (endo)-3-(2-metoxi-2,2-di-tiofen-2-il-etil) -8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;

iodeto de (endo)-3-(2-ciano-2,2-difenil-etil)-8,8-dimetil-8-
azonia-biciclo[3.2.1]octano;

brometo de (endo)-3-(2-ciano-2,2-difenil-etil)-8,8-dimetil-8-
azonia-biciclo[3.2.1]octano;

iodeto de (endo)-3-(2-carbamoil-2, 2-difenil-etil)-8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano;

iodeto de (endo) -3-(2-ciano-2,2-di-tiofen-2-il-etil) -8, 8-
dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano; e/ou

brometo de (endo)-3-{2, 2-difenil-3-[(l-fenil-metanoil)-amino] -

propil}-8,8-dimetil-8-azonia-biciclo[3.2.1]octano.

As anti-histaminas adequadas (também referidas como
antagonistas de receptor H1l) incluem qualquer um ou mais dos
numerosos antagonistas conhecidos que inibem os receptores Hl e
sao seguros para utilizacao humana. Os antagonistas de primeira
geragao, incluem derivados de etanolaminas, etilenodiaminas e
alqgquilominas, e. g., difenil-hidramina, pirilamina, clemastina,
clorofeniramina. Os antagonistas de segunda geragao, dJue nao sao
sedantes, incluem loratidina, desloratidina, terfenadina,
astemizol, acrivastina, azelastina, levocetrizina, fexofenadina

e cetrizina.
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Os exemplos de anti-histaminas preferidas incluem

loratidina, desloratidina, fexofenadina e cetrizina.

Qutras combinagdes contempladas incluem a wutilizacgao de
anticorpos da invengao em combinagao com o agente anti-IL-4
(e. g., anticorpo anti-IL-4, tal como pascolizumab) e/ou agente
anti-IL-5 (e. g., anticorpo anti-IL-5, tal como mepolizumab)
e/ou agente anti-IgkE (e. g., anticorpo anti-IgkE, tal como

omalizumab (Xolair™) ou talizumab).

Convenientemente, também é contemplada pela presente
invengao uma composicao farmacéutica compreendendo um kit de
partes do anticorpo da invengao ou seu fragmento de ligagao a
antigénio em conjunto com outros destes medicamentos,

opcionalmente o com instrugdes para utilizagao.

A  1invengao contempla ainda uma composigao farmacéutica
compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de
anticorpo monoclonal terapéutico ou seu fragmento de ligacao a
antigénio como aqui descrito para utilizagao no tratamento de
doengas responsivas a modulagao da interacgao entre hIL-13 e

hIL-13R.

De acordo com a presente invencao € proporcionada uma
composigao farmacéutica compreendendo uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo monoclonal terapéutico
humanizado, anticorpo esse que compreende um dominio VH
seleccionado do grupo consistindo em: SEQ ID N°: 11, 12, 13, 14
e um dominio VL seleccionado do grupo consistindo em: SEQ ID N°:

15, 1e6.
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De acordo com a presente invencao ¢é proporcionada uma
composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo monoclonal
terapéutico compreendendo uma cadeia pesada selecionada do grupo
consistindo em: SEQ ID N°: 18, 19, 20, 21 e uma cadeia leve

selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID N°: 22, 23.

De acordo com a presente invencao ¢é proporcionada uma
composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo monoclonal
terapéutico compreendendo uma cadeia pesada de SEQ ID N°: 18 e
uma cadeia leve de SEQ ID N°: 22 e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

De acordo com a presente invencao ¢é proporcionada uma
composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo monoclonal
compreendendo (ou consistindo essencialmente de) uma cadeia
pesada de SEQ ID N°: 18 e uma cadeia leve de SEQ ID N°: 22 e um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

De acordo com a presente invencao ¢é proporcionada uma
composigao farmacéutica compreendendo um veiculo
farmaceuticamente aceitavel e uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma populagao de anticorpo monoclonal terapéutico,
anticorpo terapéutico esse que compreende uma cadeia pesada de

SEQ ID N°: 18 e uma cadeia leve de SEQ ID N°: 22.

5. Utilizacdes clinicas

Os anticorpos da invencao podem ser utilizados no tratamento
de doengas/disturbios atdépicos e doencgas/distirbios
inflamatérios croénicos. De particular interesse, sao as suas

utilizagdes no tratamento de asma, tal como asma alérgica,
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particularmente asma grave (esta € a asma que nao responde a
tratamento actual, incluindo corticosterdides administrados
sistemicamente; ver Busse WW et al., J. Allergy Clin. Immunol.
2000, 106: 1033-1042), asma “dificil” (definida como o fendtipo
asmatico caracterizado por insuficiéncia para atingir o controlo
apesar de doses maximas recomendadas de esterdides inalados
prescritos, ver Barnes PJ (1998), Fur. Respir. J. 12: 1208-
1218), asma *“fragil” (define um subgrupo de doentes com asma
instavel, grave, que mantém uma variabilidade de fluxo
expiratério de pico amplo (PEF) apesar das altas doses de
esterdides inalados, ver Ayres JG et al., (1998) Thorax 58: 315-
321), asma noturna, asma pré-menstrual, asma resistente a
esterdide (ver Woodcock AJ (1993) FEur. Respir. J. 6: 743-747),
asma dependente de esterdide (definida como asma que pode ser
controlada apenas com altas doses de esterdides orais), asma
induzida por aspirina, asma de inicio adulto, asma pediatrica.
Os anticorpos da invencao podem ser utilizados para prevenir,
reduzir a frequéncia de, ou aliviar os efeitos de episddios
asmaticos agudos (status asthmaticus). Os anticorpos da invencgao
podem também ser utilizados para reduzir a dosagem necessaria
(em termos de quantidade administrada ou frequéncia de dosagem)
de outros medicamentos utilizados no tratamento de asma. Por
exemplo, os anticorpos da invencao podem ser utilizados para
reduzir a dosagem necessaria para tratamento por esterdide de
asma, tal como tratamento por corticosterdide (“limitacédo de
esterdide”). Outras doengas ou distirbios gque podem ser tratados
com anticorpos da i1nvencao incluem dermatite atdpica, rinite
alérgica, doenga de Crohn, doenga pulmonar obstrutiva crdnica
(COPD), esofagite eosinofilica, doencas fibroéticas ou
disturbios, tal como fibrose pulmonar idiopatica, esclerose
sistémica progressiva (escleroderma), fibrose hepatica,

granulomas hepaticos, esquistossomose, leishmaniose e doencgas de
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regulacao de ciclo celular, e. g., doenga de Hodgkins, leucemia
linfocitica crbénica de célula B. Doencgas ou disturbios
adicionais que podem ser tratados com anticorpos da invencgao sao

detalhados nos Antecedentes da invengao acima.

Numa forma de realizacao da invencao ¢é proporcionado um
método para tratar um doente humano gue sofre de uma doenca
asmatica que ¢é refractaria a tratamento com corticosterdides,
método esse que compreende a etapa de administrar ao referido
doente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo da

invencao.

Noutra forma de realizagao é proporcionado um método para
prevenir um ataque asmatico agudo num doente humano, método esse
que compreende a etapa de administrar ao referido doente uma

quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo da invencao.

Noutra forma de realizacadao € proporcionado um método para
reduzir a frequéncia de e/ou aliviar os efeitos de um ataque
asmatico agudo num doente humano, método esse que compreende a
etapa de administrar ao referido doente uma quantidade

terapeuticamente eficaz de um anticorpo da invengao.

Noutra forma de realizacao da invencgao é proporcionado um
método para tendenciar a resposta de célula auxiliar T para uma
resposta tipo Thl apds uma agressao inflamatdéria e/ou alérgica
num doente humano, método esse que compreende administrar ao
referido doente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um

anticorpo ou seu fragmento de ligagaoc a antigénio da invencéao.

Noutra forma de realizagao da invencao € proporcionado um

método para tratar um doente humano gque tem a variante
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Q130hIL-13, doente esse que sofre de asma, tal como asma grave,
compreendendo o referido método a etapa de administrar ao
referido doente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um

anticorpo ou seu fragmento de ligacgdao a antigénio da invencao.

Embora a presente invengao tenha sido descrita
principalmente em relagao ao tratamento de doengas ou disturbios
humanos, a presente invencao também pode ter aplicacgdes no
tratamento de doencas ou disturbios semelhantes em mamiferos néao

humanos.

A presente 1invencdao é agora descrita apenas através de

exemplo.

Exemplificacédo

1. PRODUQKO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS E CARACTERIZAQAO DE

ANTICORPO MONOCLONAL DE MURGANHO 6Al

Os anticorpos monoclonais {(mAb) sao produzidos por células
de hibridoma, geralmente de acordo com o método apresentado em
Harlow E e Lane D, Antibodies a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, 1988. 0O resultado da fusao de células de
mieloma de murganho com linfécitos B de murganhos imunizados com
o antigénio alvo. A célula de hibridoma ¢é imortalizada pelo
parceiro de fusao do mieloma enquanto a capacidade para produzir

anticorpos é proporcionada pelo linfdcito B.

Cinco murganhos SJL foram imunizados por injeccgao
peritoneal, cada com 2 ug de IL-13 humana recombinante de E.

coli (Cambridge Bioscience, Cat. N° CH-013). Um cronograma de
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imunizag¢ao foi wutilizado para desenvolver um titulo alto de
resposta imunitaria de anticorpo anti-IL-13 humana nos
murganhos. Apdés 5 imunizagdes durante 64 dias, os murganhos
foram seleccionados e as células de bago recuperadas. As células
de bago de 3 dos murganhos foram removidas e os linfdcitos B
fundidos com células de mieloma de murganho derivadas de células
P3X utilizando PEG1500 (Boehringer) para produzir hibridomas. As
linhas celulares de hibridoma individual foram c¢lonadas por
diluicao limitante (Harlow E e Lane D, supra). 0Os pocg¢os contendo
coldénias Unicas foram identificados microscopicamente e os
sobrenadantes testados por actividade. As células dos clones
mais activos foram expandidas por criopreservagao, produgao de

anticorpo, etc.

Inicialmente, o0s sobrenadantes de hibridoma foram testados
para actividade de 1ligagao contra uma proteina IL-13 humana
marcada com det-1 recombinante expressa em E. coli (“preparada
internamente”) num formato de ensaio em sanduiche. Uma triagem
secundaria desses positivos foi terminada utilizando um método
de BIAcore™ para detectar a ligacao a proteina IL-13 humana
marcada com det-1. As amostras desses hibridomas foram entao
testadas pela capacidade para neutralizar a bicactividade de IL-
13 humana recombinante expressa em E. coli (Cambridge

Bioscience, cat. N° CH-013) num bioensaio celular de TF-1.

Seis positivos 1dentificados a partir do bioensaio de
neutralizagao de IL-13 humana foram subclonados por diluigao
limitante para gerar linhas celulares monoclonais estaveis. As
imunoglobulinas desses hibridomas, cultivados em fabricas
celulares sob condigbes sem soro, foram purificadas utilizando
colunas de proteina A imobilizada. Esses mAb purificados foram

entao triados novamente nos seguintes sistemas de ensaio;
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- Ligagcao a IL-13 humana recombinante expressa em E. coli

(num formato de ELISA em sanduiche)

- Inibicdo de 1ligagao de 1IL-13 humana marcada com det-1
recombinante expressa em E. coli a ambas as cadeias de
receptor de IL-13 (num formato de ELISA em sanduiche)

- Neutralizagao de IL-13 recombinante expressa em E. coli ou
humana ou de cinomélogo (num biocensaio celular de TF-1)

- Neutralizagdo de IL-13 humana expressa em mamifero (num
bicensaio celular de TF-1)

- Neutralizagao de uma variante de IL-13 humana Q130
recombinante expressa em E. coli (num bioensaio celular de
TE-1)

- Especificidade para ligagao a IL-13 humana pela avaliagao
de reactividade c¢ruzada de mAb para a IL-4 humana numa
ELISA anti-IL-4 e avaliacao de reactividade cruzada de mAb
para a IL-5 humana num biocensaio de neutralizagao de IL-5.

- analise por BIAcore™ para medidas de afinidade de ligacgdo a

IL-13 humana

O anticorpo monoclonal 6A1l foi identificado como um
anticorpo qgque neutralizou a biocactividade de IL-13 tanto humana
como de cinomdélogo. As seguintes analises descrevem o perfil

para anticorpo monoclonal 6Al nestes ensaios.

1.1 Ligacdo a IL-13 humana recombinante expressa em E. coli

O 6Al ligou-se a IL-13 humana recombinante expressa em E.
coli numa ELISA em sanduiche, método substancialmente como

descrito na segao 7. Ver a Figura 1.
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1.2 Inibicdo de ligacdo de IL-13 humana marcada com det-1

recombinante expressa em E. coli a IL-13Ral e IL-13Ra2 num

formato de ELISA

O 6Al inibiu a ligagdao de IL-13 humana marcada com det-1
recombinante expressa em E. coli a ambas as cadeias de receptor
de IL-13 humana. Além disso, inibiu a ligacgao mais
eficientemente que um reagente de anticorpo monoclonal anti-IL-
13 humana e policlonal anti-IL-13 humana disponiveis
comercialmente (fornecidos por R&D Systems). Um valor de ICsy; de
0,165 ng/mL foi calculado para a inibigao da ligacdoc de IL-13
humana a IL-13Ral pelo anticorpo monoclonal 6Al. Um valor de ICsg
de 0,056 upg/mL foi calculado para a inibigdo de ligacgao de IL-13
humana a IL-13Ra2 pelo anticorpo monoclonal 6Al. Ver as Figuras
2A e 2B. Uma IgG controlo de especificidade irrelevante nao teve

actividade detectavel.

1.3 Neutralizagcdo de IL-13 humana e de cinomélogo

recombinante expressa em E. coli num bioensaio de Proliferacgdo

celular de TF-1

As células TF-1 podem proliferar em resposta a IL-13 humana
e IL-13 de <cinombélogo. Um biocensaio foili desenvolvido para
avaliar a capacidade neutralizagao de um mAb anti-IL-13 em
proliferagcao celular TF-1 induzida por IL-13 humana e de
cinomdélogo. O 6Al neutralizou a bicactividade tanto de IL-13
humana como de cinomdélogo num bioensaio célula TF-1. Além disso,
neutralizou tanto a IL-13 humana como de cinomdélogo de modo mais
potente que o0s reagentes de anticorpo monoclonal anti-IL-13
humana e policlonal anti-IL-13 humana disponiveis comercialmente

(fornecido por R&D Systems). Ver a Figura 3.
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Um valor NDsy médio de 0,0783 ug/mL foi calculado para a
neutralizagdo de 5 ng/mL de Dbicactividade de TIL-13 humana
recombinante expressa em FE. coli num biocensaio celular de TF-1
por anticorpo monoclonal 6Al. Um valor de NDsg de 0,04 ug/mL foi
calculado para a neutralizacao de 5 ng/mL de biocactividade de
IL-13 de cinomdélogo recombinante expressa em FE. coli num
bioensaio celular de TF-1 por anticorpo monoclonal 6Al. [0 valor
de NDsy (dose de neutralizacgao) € a concentragao de anticorpo
monoclonal necessaria para reduzir a proliferagdo celular de TF-

1 em 50%, em resposta a uma concentracgao selecionada de IL-13].

1.4 Neutralizagdo de IL-13 humana expressa em mamifero

(células CHO) num bioensaio de proliferacdo celular de TF-1

A capacidade de neutralizacao doe anticorpo monoclonal 6Al
para IL-13 humana expressa em células CHO foi avaliada num
ensaio de proliferacao celular de TF-1. O 6A1 neutralizou IL-13
humana expressa por mamifero de modo mais potente que um
reagente policlonal anti-IL-13 humana disponivel comercialmente
como medido por valores de NDsg. Um valor de NDsqg de 0,037 ug/mL
foi calculado para a neutralizacao de ~50 ng/mL de IL-13 humana
expressa por mamifero num biocensaio celular de TF-1 ©por

anticorpo monoclonal 6Al. Ver a Figura 4.

1.5 Neutralizagcdo da variante de IL-13 humana Q130

recombinante num bioensaio de proliferacdao celular de TF-1

A capacidade de neutralizagao de anticorpo monoclonal 6Al

para IL-13 humana Q130 recombinante expressa por E. colil
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(Peprotech, Cat. N° 200-133) foi avaliada num ensaio de
proliferacao celular de TF-1. O 6Al1 neutralizou a IL-13 humana
Q130 de modo mais potente gue um reagente policlonal anti-IL-13
humana disponivel comercialmente. Um valor de NDsy de 0,11 ug/mL
foi calculado para a neutralizacdo de 60 ng/mL de bicactividade
da IL-13 humana Q130 num bioensaio celular de TF-1 por anticorpo

monoclonal 6Al. Ver a Figura 5.

1.6 Especificidade da ligacdo a IL-13 humana

Como a IL-4 humana compartilha a maior identidade com IL-13
humana tanto estruturalmente como funcionalmente, a
especificidade de anticorpo monoclonal 6A1 para IL-13 humana foi
avaliada numa ELISA de ligagdao a IL-4 humana. O 6Al nao se ligou
detectavelmente a IL-4 humana recombinante expressa por E. coli,
indicando o alto nivel de especificidade deste anticorpo
monoclonal para a IL-13 humana. Além disso, 6Al1 nao neutralizou
de forma cruzada detectavel a Dbicactividade de 1IL-5 humana
recombinante expressa por E. coli num bioensaio celular de TF-1.

Ver as Figuras 6 e 7.

1.7 Anadlise por BIAcore™

A afinidade de 6Al1 para IL-13 de cinomdélogo e humana
recombinante foli avaliada por analise de BIAcore™. Ver a

Tabela 1.
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Tabela 1

Amostra de Taxa de Taxa de Constante de
IL-13 associacgao dissociacao afinidade (KD)
Ka (1/Ms) Kd (1/s)
IL-13 humana 2,25 x 10° 7,2 % 107 32 pM

marcado com

det-1
I1-13 humana 6,82 x 10° 1,84 x 10°° 270 pM
IL-13 cino 9,14 x 10° 5,6 x 107° 61,2 pM

Estes dados indicam que 6Al1 tem uma afinidade tanto para a
IL-13 humana como para a de cinomdlogo. [Duas amostras de IL-13
humana diferentes (ambas produzidas em E. coli) foram utilizadas
para esta analise. A IL-13 é consideravelmente insoluvel quando
produzida em E. coli, mas pode ser solubilizada e entao
reorganizada in vitro. As diferencas na qualidade das duas
amostras de IL-13 reorganizadas podem explicar a diferenga em
afinidades de 1ligacdao para cada uma destas amostras de IL-13

humanal] .

2. CLONAGEM DE REGIOES VARIAVEIS DE CLONE 6Al

O ARN total foi extraido de células de hibridoma de clone
6A1 e o ADNc dos dominios variaveils de cadeia leve e pesada foil
produzido por transcricgao reversa utilizando iniciadores
especificos para a sequéncia lider murina e as regides
constantes de anticorpo de acordo com o isotipo pré-determinado
(IgGl/x). O ADNc dos dominios pesado e leve variavels foil entéao

clonado novector pCR2.1 para sequenciacao.
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2.1 Extracdo de ARN

O ARN total foi extraido de sedimentados de aproximadamente
10° células de clone 6A1 de hibridoma utilizando o Sistema de
Isolamento de ARN total de SV da Promega de acordo com as

instrugdes do fabricante.

2.2 Transcricdo Reversa

O ARN foi transcrito reversamente para produzir o ADNc dos
dominios pesado e leve varidveis utilizando iniciadores
especificos para as sequéncias lideres murinas e regides
constantes de IgGl/x murinas. A mistura de iniciadores
utilizados é exposta em Jones ST Bendig MM Bio/Technology 9: 88-
89 (1991).

As misturas de iniciadores directos de sequéncia lider de Vy
e V; de murinos foram preparados a 50 uM. As solugdes dos
iniciadores reversos de regiao constante de IgGl e kK de murino

também foram preparadas a 50 uM.

2.3 PCR de Transcricao Reversa e (RT-PCR)

A transcrigao reversa do ARN que codifica as regides pesada
e leve varidveis foram efectuadas em duplicados utilizando o
Access RT-PCR System da Promega de acordo com as instrugdes do
fabricante. 0Os iniciadores directo e reverso de VH e VL foram

como descrito acima.
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2.4 Purificacdo em gel de produto de RT-PCR

Os produtos de RT-PCR (2xVyg e 2xVy) foram aplicados em
solugao marcadora de corrida num gel de agarose 1% preparativo
contendo 0,01% de brometo de etideo e separado em tampao TAE a
100 V durante 1 hora e as bandas de regiao V excisadas. Um
marcador de ADN de 100 pb também foi separado no gel para

permitir a identificagao das bandas de Vg e V.
Os fragmentos de ADN foram extraidos e purificados do gel

utilizando o kit de extragao de gel QIAquick™ da Qiagen de

acordo com instrugdes do fabricante.

2.5 Ligagéao

Os fragmentos de RT-PCR purificados (2xVy e 2xVy) foram
clonados no vector pCR2.1 wutilizando o kit T.A. cloning da

Invitrogen de acordo com instrugdes do fabricante.

2.6 Transformacao

Os plasmideos ligados foram transformados em células TOP10F’
de acordo com instrugdes do kit T.A. cloning. 50 uL e 200 uL de
células transformadas foram espalhados em placas de L-agar
contendo 100 ug/mL de ampicilina e cobertas com 8 uL de solugéo
de IPTG de 500 mM e 16 uL de solugao de X-Gal em DMF. As placas

foram incubadas de um dia para o outro a 37 °C.
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2.7 Sequenciacao

As coldébnias foram picadas e cultivadas de um dia para o
outro a 37 °C em 5 mL de meio LB suplementado com 100 ug/mL de

ampicilina.

Os plasmideos pCR2.1 contendo dominios Vg e Vi, de 6A1 foram
extraidos e purificados utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep
da Qiagen de acordo com instrugdes do fabricante. 0Os dominios Vg
e V, foram sequenciados utilizando os iniciadores T7, M13 directo

e M13 reverso.

Sequéncia de aminoacidos da regido Vg de 6Al (consenso de

10 clones de 2 reagbes de RT-PCR): SEQ ID N°: 7

Sequéncia de aminocdcidos da regido Vi, de 6A1 (consenso de

10 clones de 2 reagbes de RT-PCR): SEQ ID N°: 8

3. ANTICORPO QUIMERICO

Um anticorpo quimérico consistindo em regides V murinas
parentais (descrito na segao 2.7) fol enxertado em regides tipo
C selvagens de IgGl/x humanas, isto foil concebido para confirmar
a clonagem das regides V murinas correctas e também para ser
utilizada como uma referéncia quando testar construgdes
humanizadas. O anticorpo quimérico foi expresso em células CHO,

purificado e testado para ligagcao a IL-13 humana por ELISA.
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3.1 Amplificacdo por PCR

As regides V murinas clonadas foram amplificadas por PCR
para introduzir sitios de restricao requeridos para clonagem em
vectores de expressao em mamifero Rld e Rln. Os sitios de
Hind III e Spe I foram concebidos para pdr em fase o dominio Vy e
permitir a clonagem num vector Rld modificado contendo a regiao
tipo C selvagem yl humana. Os sitios de Hind III e BsiW I foram
concebidos para pbdr em fase o dominio V; e permitir a clonagem

num vector Rln modificado contendo a regidao x C humana.

Iniciador directo de Vg:

GAT GAA GCT TGC CAC CAT GAA ATG CAG CTG GGT CAT C-3
(SEQ ID N°: 86)

O sitio de restricdo de Hind III esta sublinhado e a

sequéncia de Kozak em negrito.

Iniciador reverso de Vg:

5’"-GAT GGA CTA GTG TTIC CTT GAC CCC AGT A -3’

O sitio de restricdo de Spe I estda sublinhado.

Iniciador direto de Vi:

5’-GAT GAA GCT TGC CAC CAT GAA GTT GCC TGT TAG GCT G-3’
(SEQ ID N°: 88)

O sitio de restrigcdo de Hind III estda sublinhado e a

sequéncia de Kozak em negrito.
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Iniciador reverso de Vi:

5’-GAT GCG TAC GTT TGA TTT CCA GCT TGG TGC C-3'

(SEQ ID N°: 89)

O sitio de restricdo de BsiW I esta sublinhado.

Reagao de PCR:

agua

tampao de PCR 10x

dANTP (2 mM)
iniciador 1

iniciador 2

(5 uM)

(5 uM)

AmpliTaq polimerase

plasmideo

purificado

vol. total

66 1L
10 upL
10 uL
4 uL
4 uL
2 uL
4 uL

100 pL

Iniciador 1: iniciador direto de Vi ou Vi

Iniciador 2: iniciador reverso de Vg ou Vi

Plasmideo purificado: plasmideo

purificado por Minipreps da Qiagen

ciclo de PCR: 1-

95
95
55
72
72

pPCR2.1 de Vi ou

(diluido 200x).

°C
°C
°C
°C
°C

durante
durante
durante
durante

durante

min
min
min

min

R = S S TN

min

etapas 2 até 4: foram repetidas 30 vezes
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3.2 Clonagem em vectores de expressio de mamifero

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit de
purificagao de PCR MinELute da Qiagen de acordo com instrugdes

do fabricante.

O produto de PCR de Vg e vector de expressado de mamifero R1d

hCylwt foram digeridos com Hind III-Spe I:

tampao 10x (NEBuffer 2) 5 uL

BSA 100x (NEB) 0,5 uL
ADN 5 uL
Hind III (Promega) 2 uL
Spe I (NEB) 2 uL
agua 35,5 uL
vol. total 50 uL

ADN: produto de PCR de Vg purificado ou vector Rld hCylwt (a
0,25 mg/mL) .
Incubado por 2 h a 37 °C.

O produto de PCR de V; evector de expressao de mamifero Rln

hCx foram digeridos com Hind III-BsiW I:

tampao 10x (NEBuffer 2) 5 uL
ADN 5 uL
Hind III (Promega) 2 uL
agua 38 uL
vol. total 50 uL

ADN: produto de PCR de V; purificado ou vector Rln hCxk (a

0,25 mg/mL). Incubado durante 2 h a 37 °C. 2 uL de BsiW I (NEB)
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foram adicionados e incubados por 2h a 55 °C.

Os produtos de digestao por restrigcao foram aplicados em
solugao de aplicagcao em gel em num gel preparativo de agarose a
1% contendo 0,01% de brometo de etideo e corrida em tampdo TAE a
100 V durante 1 hora e o vector Rld e Rln assim como as bandas
de fragmento de PCR de Vg e Vi foram excisadas. Um marcador de
ADN de 100 pb também foi separado no gel para permitir a
identificacao das bandas de Vg e Vy, e do vector. O ADN foi
extraido e purificado do gel utilizando o kit de extracao de gel

QIAquick da Qiagen de acordo com instrugdes do fabricante.

O fragmento de PCR de Vy digerido com Hind III-Spe I foi
ligado novector Rld hCylwt digerido com Hind III-Spe I. O
fragmento de PCR de V, digerido com Hind III-BsiW I foi ligado no
vector Rln hCx digerido com Hind III-BsiW I. A ligagao foi
efectuada utilizando o LigaFast Rapid ADN Ligation System da

Promega de acordo com instrugdes do fabricante proporcionando:

Vg:vector: Rld hCylwt digerido com Hind III-Spe I

inserc¢ao fragmento de PCR de Vy digerido com Hind III-Spe I

Vy:vector: Rln hCk digerido com Hind III-BsiW I
Insergao: fragmento de PCR de Vi, digerido com

Hind III-BsiW I

Os produtos ligados foram transformados em células
competentes de DH5Sa. Frascos com 200 uL de DHba foram
arrefecidos em gelo. Foram preparadas aliquotas de 50 uL em
tubos de transformagao. Foram adicionados 2 uL de mistura de
ligagao e misturados gentilmente com uma ponteira de pipeta

seguido por incubacdao por 30 min em gelo. A mistura foi incubada
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por 45 s a 42 °C sem agitacao. Esta foli entao transferida para
gelo durante 2 min. Foram adicionados 450 pL de meio SOC e os
tubos incubados durante 1 h a 37 °C em incubador com agitacao.
Foram espalhados 100 wupL de cultura em placas de L-agar
suplementadas com 100 ug/mL de ampicilina e incubadas de um dia

para o outro a 37 °C.

3.3 Sequenciacdo

Os clones de Vg e V, foram cultivados de um dia para o outro
a 37 °C em 5 mL de meio LB suplementado com 100 ug/mL de
ampicilina. Plasmideos Rld e Rln contendo dominios de Vi e Vi
respectivamente, foram extraidos e purificados utilizando o kit
QIAprep Spin Miniprep da Qiagen de acordo com instrugdes do
fabricante. A regiao Vg foi sequenciada utilizando iniciadores

directos no vector Rld e sequéncia sinal e o iniciador reverso

na regiao CYyl humana.

A regido Vy fol sequenciada utilizando iniciadores diretos
no vector Rln e sequéncia sinal e iniciador reverso na regiao CK
humana. Os clones com sequéncias de Vg e V; corretas foram

identificados e o0s plasmideos preparados para expressao em

células CHO.

3.4 Expressido de anticorpo quimérico em células CHO

Os plasmideos Rld e Rln contendo os dominios Vg e Vi de 6Al1
respectivamente, foram transientemente co-transfectados em

células CHO e expressos. O anticorpo gquimérico produzido foi
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purificado de sobrenadante da cultura de células por

cromatografia de afinidade em Sepharose de Proteina A.

3.4.1 Purificacdo de plasmideo

As células DH5x contendo plasmideos R1d-6A1Vy foram
cultivadas em 5 mL de meio LB suplementado com 100 pug/mL de
ampicilina por 8 h, a 37 °C, num incubador com agitacao. 200 mL
de meios LB suplementado com 100 ug/mL de ampicilina foram
inoculados com 1 mL de cultura do dia e incubados de um dia para
o outro, a 37 °C, num incubador com agitacdao. Os plasmideos
foram extraidos e purificados utilizando o kit QIAfilter Plasmid
Maxi da Qiagen de acordo com instrugdes do fabricante. O
sedimento de etanol foil ressuspenso em 200 uL de tampao TE e a
concentracao do plasmideo foil medida por absorbadncia a 260 nm

apdés diluicao de 100-vezes da solugao de armazenamento.

3.4.2 Transfeccao

As células CHO foram cultivadas até confluéncia em MEM de
Dulbecco com meios Glutamax-1 (DMEM) suplementados com Soro
Bovino Fetal Ultra Low e 1% de Penicilina-Estreptomicina em

frascos de cultura Falcon BD de 4x175 cm? a 37 °C.

Para cada frasco, num tubo Falcon de 50 mL, foi adicionado e

misturado o seguinte:

8 mL de Optimem 1 com Glutamax-1
20 ng de plasmideo purificado R1d-6A1Vy
20 ug de plasmideo purificado R1n-6A1Vy
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240 mL de Reagente de Transfecgao TransFast sob vdrtex

A mistura foi incubada durante 10-15 min a t.a. O meio DMEM
foi removido do frasco, e entao a mistura foil submetida a vdértex
e adicionada ao frasco. A mistura foi incubada a 37 °C durante
1 h. Foram adicionados 32 mL de Optimem ao frasco e incubados a

37 °C durante 48-72 h.

3.4.3 Purificacdo de Anticorpo quimérico

O meio de frascos de 175 cm?

fol reservado e centrifugado a
1500 rpm durante 3 min num MSE Mistral 2000 e o sobrenadante
passado através de um sistema de filtro de 500 mL de 0,22 um CA.
O anticorpo foili purificado de sobrenadante <clarificado num
Amersham Biosciences Akta Explorer utilizando software Uniorn. A

coluna utilizada foi uma de 1 mL HiTrap rProtein A Sepharose FF.

A taxa de fluxo foili de 1 mL/min.

A coluna foil equilibrada com 1 °CV de PBS de Dulbecco, foi
depois carregada com sobrenadante clarificado através de
bomba A. A coluna foi lavada com 2 °CV de PBS de Dulbecco, a
bomba A foi lavada e um 1 °CV de PBS de Dulbecco adicional foi
passado através da coluna para garantir completa depuracao de

sobrenadante.

O anticorpo foi eluido com 1 °CV de tampao de eluigao de IgG
ImmunoPure (Pierce) e colectado em fracgdes de 1 mL contendo
100 uL. de tampao de neutralizagao Trisma-HCl1 1M a pH 8,0. A

coluna foi re-equilibrada com 5CV de PBS de Dulbecco.
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O anticorpo em fracgdes de eluato fol quantificado pela
leitura da absorbancia a 280 nM contra uma solugcdo de branco
contendo 10 volumes de tampao de eluigcao de IgG ImmunoPure +
1 volume de Trisma-HCl1l 1M pH 8,0 e as fragdes com quantidades
suficientes de anticorpo puro foram Jjuntas e armazenadas em

aliguotas de 100 uL a -20 °C.

3.4.4 Andlise de anticorpo quimérico

O sobrenadante e anticorpo gquimérico 6A1 purificado (6Alc)
foram analisados em ELISA de ligagao a IL-13 de cinombélogo e

humana.

O sobrenadante de células CHO transientemente transfectadas
com anticorpo monoclonal 6A1 guimérico, ligadas tanto a IL-13
humana como de cinomdélogo recombinante expressa em E. coli num
ELISA em sanduiche. O anticorpo purificado também se ligou tanto
a IL-13 humana como de cinomdélogo recombinante expressa em E.
coli no ELISA em sanduiche (dados nao mostrados). Ver a

Figura 8.

A sequéncia de aminodcidos e uma sequéncia de ADNc para
IL-13 de cinomdélogo (incluindo sequéncia sinal) é mostrada como

SEQ ID N°: 90 e 91, respectivamente.

Esses resultados confirmam que as regides varidveis de 6Al
correctas foram clonadas satisfatoriamente para produzir um
anticorpo quimérico de ligacao a antigénio capaz de liga-ser

tanto a IL-13 humana como de cinomdélogo.
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4. HUMANIZACAO DE CLONE 6Al

4.1 Estratégia de humanizacdo

4.1.1 Busca do banco de dados de murganho

12 sequéncias de murganho com a maior homologia para a
sequéncia de aminoacidos de Vy 6Al e 11 sequéncias de murganho
com a maior homologia para a sequéncia de aminoacidos de Vi foram
identificadas por busca num banco de dados de péptidos

(Genbank) .

A sequéncia de aminoacidos de Vy 6A1 foil comparada a todas

as 12 sequéncias de murganho da busca em banco de dados e os

seguintes residuos estruturais foram identificados como
significativos:

Posicgéao 6Al1 VH murganho Ocorréncia

19 R K 12/12

38 I K 12/12

81 R 0 12/12

A posigdo esta de acordo com o sistema de numeracao de Kabat

et al.
A sequéncia de aminoacidos de Vi 6Al1 foi comparada a 11

sequéncias de murganho da busca em banco de dados, nenhum

residuo estrutural foi identificado como significativo.
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4.1.2 Pesquisa do banco de dados humano

As sequéncias estruturais humanas com a maior homologia com
estruturas de Vg e V;, ©606Al foram identificadas wutilizando o

FasyBlast num banco de dados peptidico.

Um grupo de sequéncias humanas foi identificado para Vy 6A1
das quais a seguinte estrutura foi selecionada para humanizacgao:

SEQ ID N°: 92

Os seguintes residuos estruturais foram identificados como
potencialmente importantes na recuperacao de afinidade e podem

precisar de ser retromutados:

Posigdo (Kabat#) Vg humana Vy 6Al
19 K R
38 R I
73 B T
81 E R

Foram concebidas 4 construgdes de Vg humanizadas com
diferentes retromutagdes, uma como um enxerto linear de acordo
com as definigbes de CDR dadas acima (Al), as outras com varias

retromutagdes (A2, A3, A4d).

Portanto,
A2 é Al mais R38I
A3 é A2 mais E73T

A4 é A3 mais KI19R mais E8I1R

Foi identificado um grupo de sequéncias humanas para Vi 6Al

das quais a seguinte estrutura foi selecionada para humanizagao:
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SEQ ID N°:

93

Os seguintes residuos estruturais foram identificados como

potencialmente

precisar ser retromutados:

Posigao (Kabat#)

V. de 6A1 murganho

v

construgdes,
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85
Foram concebidas duas
linear (L1), a outra com a retromutacao
I85V).
Construcdo de Vy; humanizada Al:
SEQ ID N°: 11
Construcdo de Vy; humanizada A2:
SEQ ID N°: 12
Construcdo de Vy; humanizada A3:
SEQ ID N°: 13
Construcdo de Vy humanizada A4:
SEQ ID N°: 14
Construcdo de V; humanizada Ll:
SEQ ID N°: 15
Construcdo de Vi humanizada L2:
SEQ ID N°: 16

uma

(L2)

V: humana

I

como

(1.

um

€.

14

importantes na recuperacao de afinidade e podem

enxerto

L1

com



4.2 Humanizacdo de 6Al

As construgdes de Vg e V; humanizadas foram preparadas de
novo pela construgcao de oligonucledétidos gque se sobrepdem
incluindo sitios de restrigao para clonagem em vectores de
expressao em mamifero Rld e Rln assim como sequéncia sinal
humana. Os sitios de restrigdo Hind III e Spe I foram
introduzidos em fase no dominio de Vy contendo a sequéncia sinal

humana para clonagem em R1ld contendo a regiao constante selvagem

Yl humana. Os sitios de restrigdao de Hind III e BsiW I foram
introduzidos em fase ao dominio V; contendo a sequéncia sinal
humana para clonagem em Rln contendo a regidao constante kappa

humana.

Sequéncia sinal humana: SEQ ID N°: 17

Foram concebidas 4 construgdes de Vy humanizadas e duas
construgdes de V; humanizadas. Isto resultaria em 8 combinag¢des
de cadeia leve-cadeia pesada diferentes. Aproximadamente
10 oligonucledtidos de aproximadamente 60 bases de comprimento
com aproximadamente 18 bases sobrepostas foram concebidas para

construcao.

4.2.1 Construgdo de Oligonucleétido

As solugdes de misturas de oligonucledétido foram preparadas
a partir de 5 uL de cada solugao de armazenamento de oligo a
100 uyM. A sintese dos genes de Vg e V; humanizados pela
construcdo de oligonucledétidos que se sobrepde foi efectuada
geralmente de acordo com Stemmer WP et al., (1995) Gene 164(1):

49-53 utilizando o software descrito em Ertl PF et al., (2003)
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Methods 31: 199-206.

4.2.1.1 Reacdo de PCR de montagem representativa

agua 41,5 uL
tampao de PCR ProofStart 10x 5 uL
dNTP (10 mM) 1,5 uL
Agrupamento de oligo 1 ulL
ProofStart ADN Polimerase 1 pL
vol. total 50 uL

Ciclo de montagem por PCR: 1- 294 °C durante 2 min

2- 94 °C durante 30 s
3- 40 °C durante 2 min
4- 72 °C durante 10 s
5- 94 °C durante 15 s
6- 40 °C durante 30 s
17— 72 °C durante 20 s +
3 s/ciclo

Etapas 4 a 7 foram

repetidas 25 vezes.

4.2.1.2 PCR de Recuperacao Representativo

Os iniciadores 1 e 2 foram os primeiros oligonucledtidos
superiores e inferiores utilizados no PCR de montagem. A PCR de

recuperacao permite a amplificacao do gene V completo
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Reacao de PCR de recuperacgao:

agua 42 uL
tampao de PCR ProofStart 10x 4 pL

dNTP (10 mM) 1,5 uL
Iniciador 1 (100 uM) 0,5 uL
Iniciador 2 (100 uM) 0,5 uL
Reagdo de PCR de montagem 1 pL

ProofStart ADN polimerase 0,5 uL
vol. total 50 uL

Ciclo de PCR de recuperagao: 1- 94 °C durante 2 min

2- 94 °C durante 45 s
3- 60 °C durante 30 s
4- 72 °C durante 2 min
5- 72 °C durante 4 min
Etapas 2 até 4 foram

repetidas 25 vezes
Os produtos de PCR de recuperagao foram purificados

utilizando o kit de purificagao de PCR MinElute da Qiagen de

acordo com instrugdes do fabricante.

4.2.2 Digestdes de restricio

As construgdes de Vg 6A1 humanizadas Al, A2, A3, A4 foram
digeridas com Hind III-Spe I, as construgbes de V; 6Al
humanizadas L1, L2 foram digeridas com Hind III-BsiW I como

descrito de modo semelhante na secgao 3.
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4.2.3 Purificagcdo de gel

Os produtos de digestao de restrigcao foram purificados de

modo semelhante a secao 3.

4.2.4 Ligacao

Os

fragmentos de Vy

de

6A1 humanizados

digeridos

Hind III-Spe I foram ligados no vector Rld hCylwt digerido

Hind III-Spe I.

Os

fragmentos de Vi

de

Hind III-BsiW I foram 1ligados

Hind III-BsiW I.

6A1 humanizados

digeridos

no vector RIn hCx digerido

com

com

com

com

A ligagao foil efectuada utilizando o Sistema de Ligagao de

ADN rapida

fabricante.

LigaFast da

4.2.5 Transformacao

De modo semelhante como descrito previamente na seccgao 3.

Promega de acordo

com

4.2.6 Método de sequenciacio representativo

instrugdes

do

As coldénias de cada placa de reacgao foram cultivadas de um

dia para o outro, a 37 °C,

100 pg/mL

de

ampicilina.

em 5 mL de meio LB suplementado com

Os

plasmideos

foram

extraidos

e

purificados utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep da Qiagen de
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acordo com instrugdes do fabricante e sequenciados utilizando
iniciadores descritos previamente na secao 3. 0Os clones com as
sequéncias de Vg e V, humanizadas correctas foram identificados e

plasmideos preparados para expressao em células CHO.

5. EXPRESSAO E CARACTERIZAQAO DE ANTICORPOS HUMANIZADOS

Foram preparadas quatro construgdes de Vg humanizadas
(A1, A2, A3, A4) e duas construgdes de Vy humanizadas (L1 e L2)
em vectores de expressao em mamifero R1ld hCylwt e Rln hCkx. Oito
combinacbes de cadeia leve-cadeia pesada de plasmideos (AlL1,
AlL2, A2L1, A2L2, A3L1, A3L2, A4Ll, A4L2) foram co-transfectadas
transientemente em células CHO e exprestas em pequena escala
para dar 8 anticorpos humanizados diferentes. Os anticorpos
produzidos no sobrenadante de c¢élula CHO foram analisados no

ELISA de ligagao a IL-13 humana.

5.1 Método de purificacio de plasmideo representativo

As células DH5a contendo um dos plasmideos descritos acima
foram cultivadas em 5 mL de meio LB suplementado com 100 pg/mL de
ampicilina por 8 h, a 37 °C, num incubador com agitacao. Foram
inoculados 200 mL de meio LB suplementado com 100 ug/mL de
ampicilina com 1 mL de cultura do dia e incubados de um dia para
o outro a 37 °C num incubador com agitagaoc. Os plasmideos foram
extraidos e purificados utilizando o kit QIAfilter Plasmid Maxi
da Qiagen de acordo com instrugdes do fabricante. O sedimento de
etanol foi ressuspenso em 200 pL de tampao TE e a concentragao de
plasmideo foi medida por absorbédncia a 260 nm apds 100 vezes de

diluigao de solugao stock.
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5.2 Método de transfeccdo representativo

9 pogos de placas de 6-pogos 3506 Corning Costar foram
semeados com 10° células CHO e cultivadas de um dia para o outro
em meio MEM de Dulbecco com Glutamax-1 (DMEM) suplementado com
Soro Bovino Fetal Ultra Low e 1% de Penicilina-Estreptomicina a

37 °C.

Para cada pogo, fol adicionado o seguinte num Bijou de 5 mL
para que cada transfecgao contivesse uma combinacao diferente de

cadeias leves e pesadas.

1 mL de Optimem 1 com Glutamax-1
5 png de plasmideo contendo Vg humanizada
5 ng de plasmideo contendo Vi humanizada

30 ug de Reagente de Transfeccao TransFast sob vértex

A incubacao ocorreu por 10-15 min a temperatura ambiente. O
meio DMEM foi removido dos pogos, depois a mistura foi submetida
vértex e adicionada ao pogo apropriado. A incubacdo ocorreu a
37 °C durante 1 h. Foram adicionados 2 mL de Optimem por pogo e

incubados a 37 °C durante 48-72h.

5.3 Andlise de anticorpos humanizados

O meio de cada pogo fol recuperado e centrifugado a 1300 rpm
durante 1 min numa centrifuga de mesa 5415R Eppendorf e o
sobrenadante passado através de um filtro de seringa de 25 mm
Pall Acrodisc de 0,2 um. O sobrenadante de células foil avaliado
por ligagao a IL-13 humana numa ELISA. Todos os 8 anticorpos

humanizados ligaram-se a IL-13 humana com um perfil semelhante
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ao do anticorpo quimérico 6Al1 numa ELISA de ligagdo a IL-13

humana. Ver a Figura 9.

Os anticorpos humanizados L1+Al1 e L2+A1 foram seleccionados

para expressao em escala, purificacgédo e futura anadlise.

6. AVALIAQAO DE ANTICORPOS DE ANTI-IL-13 HUMANA HUMANIZADOS

L1+Al E L2+Al

6.1 Actividade em ELISA da ligacdao a IL-13 humana e de

cinomdlogo

L1+4A1 e L2+A1 foram produzidos satisfatoriamente em larga
escala e avaliados por ligacdo a IL-13 humana e de cinomdlogo

expressa em £E. coli por ELISA. Ver as Figuras 10a e 10b e a

Tabela B.
Tabela B
ELISA mAb ECso (ng/mL)
Ligagdo a IL-13 | mAb parental de 6Al 0,049
humana 6A1 guimérico 0,015
L1+Al 0,018
L2+A1 0,024
Ligagdo a IL-13 |mAb parental de 6Al 0,039
de cinomdélogo 6A1 quimérico 0,018
L1+Al 0,021
L2+Al 0,028

Tanto L1+A1 como L2+Al1 ligaram-se a IL-13 de cinomdélogo e

humana expressa em E. coli com um perfil semelhante. Os valores
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de ECsy (produzidos utilizando uma fungdo de ajuste a curva
“Robosage” de Excel) indicaram que a actividade de 1ligacao ¢é

muito semelhante ao mAb 6A1 quimérico padréao.

6.2 Avaliagcdo de L1+Al E L2+Al por ligacdo a IL-13 humana

nativa (derivada de PBMC)

O sobrenadante de células CD4+ Th2 (produzidos em culturas
de PBMC) estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 foi utilizado para
avaliar a ligagao de mAb de 6Al quimérico, L1+Al e L2+A1 a IL-13
humana nativa (derivada de PBMC) . Numa ELISA, todos 0s
3 anticorpos ligaram-se a IL-13 humana nativa no sobrenadante de
célula Th2 com desempenho muito semelhante ao do mAb 6Al

parental. Ver a Figura 11.

Além disso, uma curva padrao foi produzida wutilizando
reagentes disponiveis comercialmente, para determinar o nivel de
IL-13 humana nativa presente no sobrenadante de célula Th2,
Todos os 3 anticorpos e um mAb de IL-13 anti-humano disponivel
comercialmente detectaram quantidades equivalentes de IL-13 na

amostra de sobrenadante Th2. Ver a Tabela 2 abaixo.

Tabela 2

mAb IL-13 nativa (ng/mL)
mAb parental de 6Al 22,5
6A1 quimérico 19,6
L1+Al 25,1
L2+A1 22,77
+ mAb controlo 28,0
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6.3 Actividade inibitéria de L1+Al E L2+Al para IL-13 humana

em ELISA de ligagdo ao receptor de IL-13

O mAb de murganho parental 6Al, 6A1 quimérico, L1+Al e
L2+4Al1, foram avaliados por capacidade para inibir a ligacgao de
IL-13 humana a cadeias de IL-13Ral e IL-13Rx2 num ELISA de

competigao. Ver as Figuras 12a e 12b e a Tabela 3 abaixo.

Tabela 3
ELISA mAb ICs¢ (pg/mL)
Competigdo para | mAb parental de 6Al 0,039
IL-13Ral humana | 6A1 quimérico 0,034
L1+A1 0,044
L2+A1 0,056
Competigdo para | mAb parental de 6Al 0,020
IL-13Ra2 humana | 6A1 quimérico 0,040
L1+Al 0,113
L2+A1 0,1147

Todos os anticorpos inibiram a ligagao de IL-13 humana
marcada com det-1 recombinante expressa em E. coli a IL-13Ral
com um perfil semelhante. De modo semelhante, todos o©s
anticorpos inibiram a ligagao de IL-13 humana marcada com det-1
recombinante expressa em E. coli a IL-13Rx2, embora com alguma
redugao em poténcia para L1+Al e L2+Al neste ensaio (valores de
ICsy foram produzidos utilizando a fungao gque preenche a curva

“Robosage” de Excel).
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6.4 Avaliacdo de afinidade de Ll1+Al E L2+Al para ligacdo a

IL-13 humana

As cinéticas de ligacao de L1+Al e L2+Al1 para IL-13 humana

foram avaliadas utilizando o sistema de BIAcore™. Ver a Seccdo 7

a seqguir para os métodos utilizados.

Andlise 1:

Completa tanto para IL-13 humana como para a de cinomdlogo
(proteina expressa por E. coli). Os valores apresentados sao a
média de 5 curvas de concentracao de IL-13 diferentes (feitas em
triplicado). Note que as questdes de transferéncia de massa
foram evidentes nesta andlise e que um protocolo experimental
modificado (para corrigir esta questdao) foli efectuado na analise

4 (em gue nenhuma questdo de transferéncia de massa esteve

presente). Ver a Tabela 4.
Tabela 4
Anostra de mAb Taxa de Taxa de Constante de
II~13 associacdo ka dissociacao kd afinidade KD
Ms™) (s™ (e
IL-13 mAb parental de 1,96 x 10° 6,78 x 107 35
humana 6A1
6A1 quimérico 4,64 x 10° 2 x 107 43
L1+Al 5,07 x 10° 1,55 x 107 300
L2+Al 5,07 x 10° 1,56 x 107 310
IL-13 de |mAb parental de 9,14 x 10° 5,6 x 107 61
cinomdélogo |6A1
6A1 quimérico 5,92 x 10° 3,27 x 107 55
L1+Al 4,46 x 10° 1,55 x 107 35
L2+A1 5,77 x 10° 5,58 x 107 97
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Andlise 2:

Completa para IL-13 humana (proteina expressa por E.

coli) de ligagao a L1+Al. Ver a Tabela 5.

Tabela 5
Taxa de Taxa de Constante de
Amostra de IL-13 mAb associagdo ka dissociagdo kd  Afinidade
(Ms™) (s™) KD (pM)
IL-13 humana L1+Al 4,66 x 10° 6,95 x 107° 149

Analise 3:

Completa para o péptido de IL-13 humana Dbiotinilado de
lémero de numero 24 (identificado como o epitopo de 1ligacao
linear para mAb parental, ver a segao 6.7). Note-se que os
valores de KD absolutos obtidos para ligagao aos 1ligantes
peptidicos sao frequentemente bastante diferentes dos observados
para a ligagadao de alvos protéicos inteiros. No entanto, cré-se
que esses dados estejam consistentes com os dados de proteina
inteira e o0s dados de neutralizacao de IL-13 (no biocensaio de
TF-1) em que estes indicam a redugao em afinidade de cerca de 3

vezes entre o 6A1 guimérico e L1+Al. Ver a Tabela 6.
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Tabela 6

Amostra mAb Taxa de Taxa de Constante de
de IL-13 associagdo | dissociagdo | Afinidade KD
ka (Ms™) kd (s™) (nM)
Péptido [mAb parental de| 2,95 x 10° 9,15 x 107 3,11
24 6A1
6A1 quimérico | 2,57 x 10° 9,19 x 10° 3,58
L1+Al 1,95 x 10° 1,7 x 10° 9,03
L2+Al 1,79 x 10° 1,67 x 10° 9,35

Analise 4:

Completa tanto para IL-13 humana como para de cinomdlogo

(proteina expressa por E. coli).

sao a média de 5 curvas

(feitas em triplicado). Note
transferéncia de massa foi

Ver a Tabela 7.
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Tabela

Amostra de mAb Taxa de Taxa de Constante de
IL-13 associacdo | dissociagdo kd | afinidade KD
ka (Ms™) (s™ (pM)
IL-13 humana 6A1 quimérico 1,05 x 10° 4 x 107 38
L1+Al 8,24 x 10° 1,4 x 10 170
L2+A1 9,07 x 10° 1,39 x 10 153
IL-13 de 6A1 quimérico 8,85 x 10° 2,65 x 107 30
cinomélogo L1+A1 7,3 x 10° 5,86 x 107 80
L2+Al 7,72 x 10° 4,25 x 107 55

Os resultados nao indicam nenhuma diferenga significativa

entre as construgdes de L1+Al e L2+Al.

L1+Al mostra uma afinidade para IL-13 humana de

aproximadamente 168 pM. As cinéticas sao dominadas por uma taxa

de dissociacgao excepcionalmente lenta, como seria previsto a

partir da actividade de neutralizacao significativa do

anticorpo. Os dados para a constante de associagao ko Sao

-1

consistentemente em torno de 6 x 10° M! s As estimativas da

constante de dissociacdo k.rr sdo0 mais variaveis, cobrindo a

faixa de 1,4 x 107% até 8,22 X 10°° sfa refletindo o desafio

técnico para obter a quantificacdo precisa para taxas de
dissociagao lentas.
6.5 Actividade de Ll+Al1 E L24+Al em bioensaios de

neutralizacdo de IL-13

0O mAb de murganho, 6A1 guimérico, L1+4Al e L2+Al, foram

avaliados por actividade de neutralizacgdao de IL-13 num bioensaio

celular de TF-1 in vitro {(este bioensaio é o padrdao industrial
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para avaliagdo de bioactividade de IL-13 e para a avaliacgao da
capacidade de neutralizacao de anticorpos de anti-IL-13
fornecidos comercialmente). Varias variantes de IL-13 foram
avaliadas neste ensaio, incluindo IL-13 humana expressa por E.
coli, IL-13 de cinomdélogo expressa por E. coli, IL-13 humana
Q130 expressa por E. coli (a variedade associada a asma) e IL-13
humana expressa por célula CHO mamifera (nota: a IL-13 humana
nativa na amostra de sobrenadante de células Th2 nao poderia ser
utilizada neste Dbicensaio, Jja que esse sobrenadante também
contém outras citocinas gque sao capazes de fazer as células TF-1

proliferarem). Ver as Figuras 13a, 13b, 13 ¢ e 13d.

Todos os anticorpos testados neutralizaram a biocactividade
de todas as variantes de 1IL-13 neste sistema de bioensaio; a
capacidade de neutralizagao de cada anticorpo para cada variante

de IL-13 foi determinada e expressa como um valor de NDsy. Ver a

Tabela 8.
Tabela 8
Variante de IL-13 mAb ND;, médio para 2
ensaios (pg/mL)
IL-13 humana 6A1 quimérico 0,119
expressa por E. L1+Al 0,428
coli L2+Al 0,608
mAb parental de 6Al 0,193
IL-13 de cinomdélogo 6A1 quimérico 0,059
expressa por E. L1+Al 0,078
coli L2+A1 0,120
mAb parental de 6Al 0,078
IL-13 humana Q130 6A1 quimérico 0,128
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(continuacao)

Variante de IL-13 mAb ND;, médio para 2
ensaios (pg/mL)

expressa por E. L1+A1 0,438
coli L2+A1 0,705
mAb parental de 6Al 0,213

IL-13 humana 6A1 quimérico 0,285
expressa por CHO L1+A1 0,975
L2+A1 1,200

mAb parental de 6Al 0,440

Nota: Como diferentes quantidades de cada variante de IL-13
Sd0 necessarias para fazer proliferar c¢élulas TF-1 na mesma
extensdo neste Dbioensaio, pode nado ser desejavel comparar
valores de NDsy produzidos por um anticorpo particular por cada
variante de IL-13 utilizada. No entanto, ¢é apropriado comparar
os valores de NDsy produzidos por cada anticorpo para uma uUnica

variante de IL-13.

Em geral, o nivel de neutralizagcao atingido pelo mAb 6Al
parental e 6A1 guimérico foi semelhante, nao indicando nenhuma
perda detectavel de poténcia entre o mAb parental e a dguimera.
No entanto, as poténcias de L1+4A1 e L2+4A1 foram mensuravelmente
reduzidas em comparagao tanto com mAb 6Al parental como com 6Al
gquimérico por uma média de aproximadamente 3 até 4 vezes para
cada variante de IL-13 individual testada. Esses dados estaoc em
intima concordédncia com aqueles obtidos da avaliacao por

BIAcore™,
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6.6 Especificidade de L1+Al1l E L2+Al para ligacdo a IL-13

humana

As especificidades de L1+Al e L2+4Al para IL-13 humana foram
avaliadas por andlise da reactividade cruzada potencial contra
IL-4 humana e GM-CSF humano em ELISAs de ligacao. Ver as Figuras
l4a e 14Db.

Verificou-se que esses mAb sao especificos para a ligagao a
IL-13, sem reactividade <cruzada para IL-4 humana ou GM-CSF
humano em concentracgdes de mAb até 30 ug/mL. Além disso, estes
mAb nao neutralizaram de forma cruzada a biocactividade de IL-5

humana num bicensaio de IL-5. Ver a Figura l4c.

6.7 Mapeamento de epitopo de 6Al utilizando péptidos

biotinilados

As proteinas de IL-13 humana e IL-13 de cinomdélogo foram
corridas num gel de SDS-PAGE desnaturante. O Western Dblotting
com mAb 6Al1 de murganho detectou bandas do tamanho esperado
tanto para proteinas de IL-13 humanas (exprestas por £E. coli,
“aqui produzidas”) como de cinomélogo (exprestas por E. coli,
“aqui produzidas”). O 6Al nao detectou hIL-13 (expressa por E.
coli, Cambridge Bioscience), devido a uma provavel falha
técnica. Esta analise sugere que o mAb 6A1 reconheceu um epitopo
peptidico linear nas sequéncias de IL-13 humana e de cinomdlogo

(dados nao mostrados).

Os péptidos biotinilados de 16 mero separados por 4 foram
sintetizados para mapear a localizacdo do epitopo de célula B

reconhecido por mAb 6A1 tanto em IL-13 humana como de
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cinomélogo. Um método de ELISA foi wutilizado para detectar a

ligagao de péptido biotinilado imobilizado ao mAb 6Al1 parental.

Os detalhes de péptidos desenhados de modo personalizado de
16 mero: 88 x 16 mero, deslocado por 4 (fornecido por Mimotopes,

Australia) .

Formato:
Péptidos 25 & 44 = Biotina-SGSG-PEPTIDO-acido
Péptidos 2-24 & 27-43 = Biotina-SGSG-PEPTIDO-amida

Ne Hidro Peso mol. N-term. sequéncia C-term

2 0,42 2 311,66 Biotina- SEQ ID N°:38-NH2
3 0,27 2 453,82 Biotina- SEQ ID N°:39-NH2
4 0,38 2 326,70 Biotina- SEQ ID N°:40-NHZ2
5 0,31 2 231,58 Biotina- SEQ ID N°:41-NH2
6 0,43 2 289,66 Biotina- SEQ ID N°:42-NH2
7 0,59 2,190,57 Biotina- SEQ ID N°:43-NH2
8 0,57 2 260,64 Biotina- SEQ ID N°:44-NH2
9 0,62* 2 255,64 Biotina- SEQ ID N°:45-NH2
10 0,51 2 197,56 Biotina- SEQ ID N°:46-NH2
11 0,56 2 144,52 Biotina- SEQ ID N°:47-NH2
12 0,46 2 090,38 Biotina- SEQ ID N°:48-NHZ2
13 0,29 2 219,54 Biotina- SEQ ID N°:49-NH2
14 0,29 2,180, 53 Biotina- SEQ ID N°:50-NH2
15 0,36 2 318,70 Biotina- SEQ ID N°:51-NH2
16 0,32 2 303,73 Biotina- SEQ ID N°:52-NH2
17 0,47 2 209,57 Biotina- SEQ ID N°:53-NHZ2
18 0,48 2 257,60 Biotina- SEQ.1.D.N°:54-NH2
19 0,17 2 273,57 Biotina- SEQ ID N°:55-NH2
20 0,27 2 300,60 Biotina- SEQ ID N°:56-NH2
21 0,29 2 383,77 Biotina- SEQ ID N°:57-NH2
22 0,35 2 401,83 Biotina-— SEQ ID N°:58-NH2
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23
24
25
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

(*indica um valor elevado de hidrofobicidade)

407,92
541,08
513,97
283,64
425,81
22857
223,57
165,49
112,45
207,56
345,73
330,76
236,60
276,64
292,62
319,64
402,82
387,80
393,90
527,05
471,88

Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-
Biotina-

Biotina-
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SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

SEQ.

SEQ
SEQ
SEQ

SEQ.

SEQ

SEQ.

SEQ

SEQ.

SEQ

1D
1D
ID
1D
ID
ID
1D
ID
ID
1D
ID

N
N
-
N
N
-
N
N
N
N
-

:59-NH2
:60-NH2
:61-0OH

:62-NH2
:63-NH2
:64-NH2
:65-NH2
:66-NH2
:67-NH2
:68-NH2
:69-NH2

I.D.NO.70-NHZ2

ID N°:71-NH2

ID N°:72-NH2

ID N°:73-NHZ

I.D.NO.74-NH2

ID N°:75-NHZ

I.D.NO.76-NH2

ID N°:77-NH2

I.D.NO.78-NHZ2

ID N°:79-0H



Exemplo: Uma placa de 96 pocos tipica preparada para esse

ensaio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2 3 4 5 6 7 38 9 10 11 12 13
B 2 3 4 5 6 7 38 9 10 11 12 13
C 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
D 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
E 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
F 27 283 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
G 39 39 40 40 41 41 42 42 43 43 44 44
H|+VE| +VE | +VE | +VE | +VE | +VE | -VE | -VE | -VE [ -VE | -VE | -VE

(4) | (16) | (32) | (4) | (16) | (32) | (4) | (16) | (32) | (4) | (16) | (32)

NB: Numeros indicam o péptido em cada pocgo.
Numeros em parénteses indicam o fator de diluigao do

anticorpo de controlo.

Absorbancias a 490nm dos 96-pogos

0,057 0,067 0,079 0,063 0,072 0,061 0,084 0,061 0,075 0,064 0,075 0,066

0,068 0,070 0,105 0,065 0,075 0,072 0,071 0,070 0,064 0,061 0,062 0,063

0,119 0,081 0,099 0,064 0,073 0,077 0,060 0,061 0,090 0,144 2,109 2,200

0,115 | 0,129 | 0,141 | 0,060 | 0,090 | 0,063 | 0,104 | 0,078 | 0,076 | 0,135 | 2,148 | 2,210

0,060 | 0,074 | 0,098 | 0,062 | 0,064 | 0,071 | 0,088 | 0,082 | 0,085 | 0,073 | 0,068 | 0,067

0,082 | 0,078 | 0,071 | 0,062 | 0,056 | 0,057 | 0,084 | 0,067 | 0,090 | 0,074 | 0,063 | 0,0

0,057 | 0,055 | 0,060 | 0,060 | 0,058 | 0,058 | 0,104 | 0,108 | 2,236 | 2,237 | 2,229 | 2,229

=l @ " = ol o ©] >

1,499 | 1,197 | 0,739 | 1,548 | 1,209 | 0,976 | 0,077 | 0,080 | 0,072 | 0,072 | 0,082 | 0,103

Este resultado (um de varias tentativas) correlaciona-se com
um resultado positivo para péptidos 24, 25, 43 e 44 como
mostrado abaixo (assim como os péptidos de controlo positivo).
Ver a Figura 15. Todas as tentativas demonstraram que o0s

péptidos 24, 25, 43 e 44 foram positivos.
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Péptido 24: QFVKDLLLHLKKLFRE (SEQ ID N°: 80)

Péptido 25: DLLLHLKKLFREGREN (SEQ ID N°: 81)
Péptido 43: QFVKDLLVHLKKLFRE (SEQ ID N°: 82)
Péptido 44: DLLVHLKKLFREGQFN (SEQ ID N°: 83)

Os péptidos 24 e 25 sao derivados de hIL-13. Os péptido 43 e

44 sao derivados de cinoIL-13.

Além disso, mAb de 6A1 guimérico, L1+A1 e L2+Al, todos
ligaram o mesmo epitopo linear na regidao C-terminal tanto na IL-
13 humana como de cinomdélogo (dados para mAb de 6Al1 qguimérico,

L1+Al e L2+Al nao sao mostrados).

Em resumo, os resultados de ELISA indicaram que mAb 6Al de
murganho parental, mAb de 6A1 guimérico, L1+A1 e L2+Al1 todos,

ligaram a seguinte sequéncia da proteina IL-13 humana:

DLLLHLKKLFRE (SEQ ID N°:84)

E dentro da seguinte sequéncia da proteina IL-13 de

cinomélogo:

DLLVHLKKLFRE (SEQ ID N°:85)

NB: NEGRITO indica diferengas de residuo entre IL-13 humana

e o ortdlogo de IL-13 de cinomdlogo.

Consequentemente, foi determinado que mAb 6A1 de murganho
parental, mAb de 6Al1 guimérico, L1+Al e L2+4A1 ligaram-se
imunocespecificamente a IL-13 humana entre os residuos 97 a 108

de SEQ ID N°: 9.
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6.8 Mapeamento fino de epitopo de 6Al utilizando péptidos

biotinilados

Um epitopo de ligagao para mAb ©6A1 foli determinado
utilizando um grupo de péptidos baseados em torno de
KDLLLHLKKLFREG para ligagao a IL-13 humana e KDLLVHLKKLFREG para
ligagcao a IL-13 de cinomdélogo. Os péptidos foram encomendados
com 1 aminoacido removido sequencialmente do N- ou do C-término
destas sequéncias peptidicas parentais (i. e., KDLLLHLKKLFREG ou
KDLLVHLKKLFREG), a fim de definir o epitopo de 1ligagao linear

preciso para mAb 6Al.

Um método de ELISA foi utilizado para detectar a ligacao de

péptido biotinilado imobilizado ao mAb 6Al1 parental.

O numero de identificacao de péptido (413 a 447) e as

sequéncias correspondentes sao mostrados a seguir.

Sequéncias peptidicas:

Péptido N° N-term. Sequéncia C-term.
413 Biotina- SEQ ID N°: 94 -NH,
414 Biotina- SEQ ID N°: 95 -NH,
415 Biotina- SEQ ID N°: 96 -NH,
416 Biotina- SEQ ID N°: 97 -NH,
417 Biotina- SEQ ID N°: 98 -NH,
418 Biotina- SEQ ID N°: 99 -NH,
419 Biotina- SEQ ID N°: 100 -NH,
420 Biotina- SEQ ID N°: 101 -NH,
421 Biotina- SEQ ID N°: 102 -NH,
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Péptido N°
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
44 (Controlo)

(continuacgao)

N-term. Sequéncia
Biotina- SEQ ID N°:
BRiotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
BRiotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
BRiotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
BRiotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
BRiotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:
Riotina- SEQ ID N°:
Biotina- SEQ ID N°:

125

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
79

C-term.

-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,
-NH,

-OH



Exemplo: Uma placa de 96 pogos preparada para esse ensaio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424

413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424

425 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436

425 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436

437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 444

437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 444

Q@ "1 B O Q W »

BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO

H | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO | BRANCO

NB: Numeros indicam o péptido em cada pocgo.

Absorvéncias a 490 nm dos 96-pogos

2,456 | 2,501 | 2,434 | 2,419 | 2,476 | 2,661 | 2,224 | 2,407 | 0,059 | 0,052 | 0,052 | 2,527
2,480 | 2,452 | 2,444 | 2,624 | 2,639 | 3,106 | 2,188 | 2,473 | 0,059 | 0,055 | 0,052 | 2,568
2,472 1 0,099 | 0,065 | 0,059 [ 0,070 | 0,058 | 0,053 | 0,054 | 0,162 | 2,479 | 2,389 | 2,883
2,399 | 0,100 | 0,067 | 0,053 [ 0,049 | 0,051 | 0,052 | 0,047 | 0,485 | 2,838 | 2,783 | 2,640

2,582 | 2,359 | 2,585 | 2,512 | 0,096 | 0,052 | 0,054 | 0,048 | 0,049 | 0,183 | 0,051 | 2,424

2,431 | 2,872 | 2,522 | 2,243 | 0,097 | 0,059 | 0,052 | 0,049 | 0,057 | 0,047 | 0,050 | 2,342
0,05 | 0,051 | 0,058 | 0,065 | 0,056 | 0,067 | 0,049 [ 0,047 | 0,053 | 0,057 | 0,052 | 0,056
0,047 | 0,052 | 0,050 | 0,070 | 0,054 | 0,047 | 0,056 | 0,053 | 0,049 | 0,050 | 0,052 | 0,049

o Q@ "W W O Q| W P

Ver as Figuras 16a e 16b. Os resultados indicam gque mAb 6Al
parental liga-se ao epitopo de aminoacido linear KKLFR na regiéo
C-terminal tanto de IL-13 humana como de ortdlogo de IL-13 de

cinomélogo.

Além disso, os mAb de 6A1 quimérico, L1+Al1 e L2+A1 todos,
ligaram o mesmo epitopo linear (isto €&, KKLFR) na regiao
C-terminal em IL-13 humana (os dados para mAb de 6A1 quimérico,
L1+A1 e L2+Al1 nao sao mostrados). Subsequentemente foi mostrado
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que mAb 6Al1 parental se ligou ao mesmo epitopo em IL-13 de

cinomdélogo.

Em resumo, os resultados de ELISA indicaram que mAb 6Al de
murganho parental, mAb de 6A1 quimérico, L1+A1 e L2+Al todos,
ligaram-se na seguinte sequéncia da proteina de IL-13 humana:

KKLFR

6.9 Varrimento de alanina do epitopo de ligacdo de 6Al

utilizando péptidos biotinilados

A fim de identificar certos residuos chave envolvidos na
interacgao de IL-13 com mAb 6Al, uma abordagem de varrimento de

alanina foi adotada utilizando uma sequéncia peptidica parental

contendo o) epitopo de ligacao KKLFR (i. e.,
QFVKDLLLHLKKLFREGREN) . Para esta analise, péptidos foram
produzidos (fornecidos por AnaSpec Inc.) onde um aminodcido foi

sequencialmente substituido por um residuo de alanina em cada
posicdo de amincacido no epitopo KKLFR (e também para cada um

dos aminoacidos directamente contornantes do epitopo).

Um método de ELISA foi utilizado para detectar a ligacao de

péptido biotinilado imobilizado ao mAb 6Al1 parental e L1+Al.

Os péptidos produzidos para esta analise e um nUmero de

identificagao de péptido correspondente sadao mostrados abaixo:
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Péptido N° N-term. Sequéncia

1 Biotina SEQ ID N°: 129
62 Biotina SEQ ID N°: 130
63 Biotina SEQ ID N°: 131
64 Biotina SEQ ID N°: 132
65 BRiotina SEQ ID N°: 133
66 Biotina SEQ ID N°: 134
67 Biotina SEQ ID N°: 135
68 Biotina SEQ ID N°: 136

Resultados: Absorvéncias a 490 nm
Média de resultados de teste (n=2).

Para mAb 6Al parental {(murino):

Numero de 1 62 63 64 65 66 67 68
Péptido
Média Augp 3,543 3,489 3,2795 1,468 3,8495 3,5995 | 0,595 3,581

Para L1+Al:

Nimero de 1 62 63 64 65 66 67 68
péptido

Média Ay 2,8535 2,832 2,6535 | 1,8175( 3,016§ 2,84 0,816 2,8085

Ver as Figuras 17a e 17b.

Estes dados sugerem gque os residuos de aminocacidos chave
envolvidos na interacgao de mAb 6A1 ou L1+A1 com IL-13 humana

sao arginina (R) na posigao 107 e lisina (K) na posicao 103.

Esta andlise fol repetida, mas utilizando mAb de 6Al e L1+Al

numa faixa de concentragdes a fim de confirmar este efeito sobre
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uma gama de diluicao de mAb.

O mAb 6Al de murganho parental (Figura 17c¢) e o candidato
humanizado L1+Al1 (Figura 17d) foram avaliados para ligacgao aos
péptidos de varrimento de alanina (SEQ ID 129, 131-135) em
concentragdes variantes. Como o0s péptidos tinham que ser
distribuidos por duas placas de 96 pogos, o péptido de sequéncia
parental nao contendo nenhuma substituicao com alanina (SEQ 1ID
N°: 129) foi avaliado em ambas as placas - dai dois resultados
por grafico. Isto foil para determinar se houve qualquer variagéao
importante de placa para placa e em ambos o0s casos, nao houve

nenhuma variagcao aparente.

Os péptidos contendo as substituigcbes K103A, L105A e F106A
(SEQ ID 131, 133 e 134 respectivamente, numeracao de residuo
como apresentado em SEQ ID: 9) mostraram ligagao muito
semelhante aos mAb como o péptido parental (SEQ ID 129) -
portanto, estes residuos nao sao criticos para ligacao de
6A1/L1+A1 para IL-13. Os péptidos contendo as substituigdes
K104A e RI107A (SEQ ID 132 e 135 respectivamente, numeracgao de
residuo como apresentado em SEQ ID: 9) no entanto, mostram
ligagdo reduzida a 6A1/L1+A1 em comparagao com o péptido
parental (SEQ ID 129), particularmente nas concentragdes mais
baixas, indicando que esses residuos sao criticos para ligacgéao

6tima de 6A1/L1+A1 a IL-13.

Ver as Figuras 1l7c e 17d.
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Estes dados indicam que os residuos de aminoacidos chave
envolvidos na interaccao de 6A1 parental (i. e., murino) ou
L1+4A1 com a IL-13 humana sao a arginina (R) na posicgao 107 e a

lisina (K) na posicao 103 de SEQ ID: 9.

SECCAO 7 - MATERIAIS E METODOS

Na seccao gue se segue 0s seguintes materiais e métodos
foram wutilizados quando apropriado. Estes sao materiais e
métodos representativos. Alteragdes menores em materiais e

métodos podem ter ocorrido em experiéncias repetidas.

MATERIAIS

Sistema de isolamento de ARN total SV: Promega 73100
Sistema para RT-PCR Access: Promega Al250

QIAquick Gel Extraction kit: Qiagen 28704

Solugcao de carregamento de gel: Sigma G7654

Agarose: Invitrogen 15510-019

Brometo de etideo: Sigma E1510

Tampao TAE: caseiro

Marcador de ADN de 100 pb: New England Biolabs N3231S
Kit de clonagem T.A.: Invitrogen 45-0046

Células TOP1OF’: Invitrogen 44-0300

L-agar + 100 pg/mL de ampicilina: caseiro

X-Gal, 50 mg/mL em DMF: Promega V394A

AmpliTaq ADN polimerase: Applied Biosystems

tampao de PCR 10X: Applied Biosystems

E-gel de agarose 1,2%: Invitrogen G501801

Meio LB + 100ug/mL de ampicilina: “aqui preparado”
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Kit QIAprep Spin Miniprep: Qiagen 27106

Kit para purificagao de PCR MinElute: Qiagen 28004
NEBuffer2 10x conc.: New England Biolabs B7002S

BSA purificado 100x conc.: New England Biolabs B9001S
BsiW I: New England Biolabs RO553L

Hind III: Promega R604A

Spe I: New England Biolabs R0133S

Sistema de ligacdo de ADN rapido LigaFast: Promega M8225
Células competentes quimicamente DH5x MAX Efficiency:
Invitrogen 18258-012

Meios SOC: caseiro

Kit QIAfilter Plasmid Maxi: Qiagen 12263

MEM de Dulbecco com Glutamax-1: Invitrogen 31966-021
Optimem 1 com Glutamax-1: Invitrogen 51985-026

Reagente de transfecg¢ao TransFast: Promega E2431

1 mL de HiTrap rProtein A Sepharose FF: Amersham Biosciences
17-5079-01

PBS de Dulbecco: Sigma D8537

Tampao de eluigao de IgG ImmunoPure: Pierce 21009
Trisma-HCl 1 M pH 8,0: Sigma T2694

ProofStart ADN polimerase: Qiagen 1016816

Tampao de PCR ProofStart: Qiagen 1016961

7.1 ELISA de ligacdo a IL-13 humana ou de cinomdlogo

Este ensaio descreve uma ELISA que detecta a ligacgao de um
anticorpo a IL-13 humana ou de cinomdélogo. Esta é uma ELISA em

formato sanduiche.
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7.1.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,
4-39454Rn)

2. IL-13 humana {(Cambridge Biosciences, cat. N° CH1-013)

3. IL-13 de cinombélogo (feita por GlaxoSmithkline)

4., anticorpo policlonal anti-IL-13 humana de cabra (R+D
Systems, cat. N° AF-213-NA)

5. IgG-HRP anti-humano (Sigma, Cat. N° A-6029)

6. IgG-HRP anti-murganho (Sigma, Cat. N° A-9309)

7. tampdo carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N° C-3041)

8. TBST [soro fisioldégico tamponada com Tris (6,06g de
Tris + 8,06 g de NaCl + 0,2 g de KCl1 + H,O até 1 L) + 0,05%
de Tween 20]

9. BSA (Sigma A-7030)

10. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)

11. Acido sulfurico

7.1.2 Método

1. Solugao de bloqueio é 3% de BSA + TBST

2. Solugao de lavagem é TBST

3. placas de ELISA “Nunc Maxisorp” cobertas com 50 uL de
5 ug/mL de anticorpo policlonal anti-IL-13 humana de cabra
(R+D Systems, cat. N° AF-213-NA). Feita numa concentragao de
armazenamento de 500 ug/mL de acordo com instrugdes do
fabricante e armazenada em aligquotas a -20 °C em tampao de
carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N°¢ (C-3041, feito como
instrugdes do fabricante), coberta com um vedante de placa e
incubada de um dia para o outro a 4 °cC.

4, Bloqueio com 100 uL de 3% de BSA/TBST incubada a t.a.
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durante 1 h.

5. Lavagem 3X em TBST (pelo menos 200 uL de solugao de
lavagem por pog¢o por lavagem).

6. Adicao de 20 ng por pogo (num volume de 50 uL) de IL-13
humana (Cambridge Biosciences, cat. N° CH1-013). Feita numa
concentragdao de ramazenamento de 100 ng/mL de acordo com
instrugdes do fabricante e armazenada em aligquotas a -20 °C
ou 20 ng por pogo de IL-13 de cinomdélogo, em solugao de
bloqueio e incubacdoc a temperatura ambiente durante 1 h.

7. Lavagem 3X em TBST.

8. Adigcao de 50 uL de amostra de anticorpo (titulado para
obter dados de ponto de fim de titulacgdo, se necessario) em
solugao de bloqueio, incubagdo a t.a. durante 1 h.

9. Lavagem 3X em TRST.

10. Para anticorpo gquimérico 6Al1 ou anticorpo humanizado, a
ligacao detectada wutilizando 50 uL por pogo de IgG-HRP
anti-humano (Sigma, Cat. N° A-6029) numa diluigdo 1/2000 em
solucdo de bloqueio durante 1 h a t.a. Para anticorpo
monoclonal de murganho 6Al, a ligagao detectada utilizando
50 uL por pogo de IgG-HRP anti-murganho (Sigma, Cat. N°
A-9309) numa diluicdo 1/1000 em solugao de bloqueio durante
1 hat.a..

11. Lavagem 3X em TBST.

12. Desenvolvimento com 100 uL de OPD (Sigma, Cat. N°
P-9187. Feita como pelas instrugbdes do fabricante),
interrompida com 50 uL de H,SO, 3 M, 1lida numa absorvéncia

de 490 nm. Tempo de desenvolvimento é de -12 minutos.
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7.2 ELISA de ligacdo de IL-13 humana a cadeia de IL-13Ral

humana

Este ELISA determina se um anticorpo pode inibir a ligacgao

de IL-13 humana a cadeia de IL-13Rxl humana.

7.2.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,

4-39454D)

2. IL-13Rxl-Fc humano (R&D Systems, cat. N° 146-IR)

3. IL-13 humana marcada com det-1 (caseira)

anti-IL-13 humana biotinilado (R&D Systems, cat.

N° BAF213)

5. Estreptavidina-HRP

6. tampdo carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N° C-3041)

7. TBST [salino tamponada com Tris (6,06 g de Tris + 8,06 g
de NaCl + 0,2 g de KC1 + H,O até 1L) + 0,05% de Tween 20]

8. BSA (Sigma A-7030)

9. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)

10. Acido sulfurico
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7.2.2 Método

1. Solugao de bloqueio é 3% de BSA + TBST

N

Solugao de lavagem é TBST

3. placas de ELISA *“Nunc Maxisorp” cobertas com 50 pL de
5 ng/mL de IL-13Rul-Fc humano em tampao de
carbonato/bicarbonato. Coberta com um vedante de placa e

incubada de um dia para o outro a 4 °C.

4., Bloqueio com 100 uL de 3% de BSA/TBST incubada a t.a.
durante 1 h.

5. Lavagem 3X em TBST (pelo menos 200 upL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

6. Num volume total de 50 uL, pré-incubacado de 0,04 ng/uL de
IL-13 humana marcada com det-1 com amostra de anticorpo
(titulagao) em solugao de bloqueio por 30 minutos. Adigao da
amostra pré-incubada a placa de ELISA coberta com receptor e

incubada a temperatura ambiente durante 1 h.

7. Lavagem 3X em TBST.

8. Deteccgao de qualquer IL-13 humana ligada utilizando 50 uL

por pogo de anti-IL-13 humana biotinilado diluido a 1 ug/mL.

Incubagdo durante 1 hora a temperatura ambiente.

9. Lavagem 3X em TRST.

10. Adigao de 50 pL por pogo de conjugado de estreptavidina-
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HRP numa diluigdo de 1/1000. Incubagdo durante 1 hora a

temperatura ambiente.

11. Lavagem 3X em TBST.

12. Desenvolvimento com 100 upL por pogo de OPD (Sigma, Cat.
N° P-9187. Feita como instrugbes do fabricante),
interrompida com 50 ulL por pogo de HyS0, 3 M, lida numa
absorbancia de 490 nm. Tempo de desenvolvimento & de ~2

minutos.

7.3 ELISA de ligacdo de IL-13 humana & cadeia de IL-13Ra2

humana

Este ELISA determina se um anticorpo pode inibir a ligacgao

de IL-13 humana a cadeia de IL-13Rx2 humana.

7.3.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,

4-39454R)

2. Anti-IgG humana (Sigma, cat. N° I-3382)

3. IL-13Rx2-Fc humano (R&D Systems, cat. N° 614-IR)

4, IL-13 humana marcada com det-1 (caseiro)

5. Anti-IL-13 humana biotinilado (R&D Systems, cat.

N° BAFZ213)
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6. Estreptavidina-HRP

7. Tampdo carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N° C-3041)

8. TBST [salino tamponada com Tris (6,06 g de Tris + 8,06 g
de NaCl + 0,2 g de KCl + HyO até 1 L) + 0,05% de Tween 20]

9. BSA (Sigma A-7030)

10. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)

11. Acido sulfurico

7.3.2 Método

1. Solugao de bloqueio é 3% de BSA + TBST

2. Solugcao de lavagem é TBST

3. placas de ELISA “Nunc Maxisorp” cobertas com 50 uL de
anti-IgG humano diluido 1/1000 em tampao de
carbonato/bicarbonato. Coberta com um vedante de placa e

incubada de um dia para o outro a 4 °cC.

4, Bloqueio com 100 puL de 3% de BSA/TBST incubada a t.a.

durante 1 h.

5. Lavagem 3X em TBST (pelo menos 200 uL de solugao de

lavagem por pogo por lavagem) .
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6. Adicao de 50 uL por pogo de 1 ug/mL de 13Ro2-Fc¢ humano em
solucao de bloqueamento. Coberta com um vedante de placa e

incubada a temperatura ambiente durante 1 h.

7. Lavagem 3X em TBST.

8. Num volume total de 50 uL, pré-incubacgdo de 0,004 ng/uL
de IL-13 humana marcada com det-1 com amostra de anticorpo

(titulacao) em solugao de bloqueio por 30 minutos.

A adigdo da amostra pré-incubada a placa de ELISA coberta

com receptor e incubada a temperatura ambiente durante 1 h.

9. Lavagem 3X em TRST.

10. Detecgao de qualquer 1IL-13 humana ligada utilizando
50 uL por pog¢o de anti-IL-13 humana biotinilada diluido a

1 ng/mL. Incubagadao durante 1 hora a temperatura ambiente.

11. Lavagem 3X em TBST.

12. Adigao de 50 pL por pogo de conjugado de estreptavidina-
HRP em uma diluig¢do de 1/1000. Incubagdo durante 1 hora a

temperatura ambiente.

13. Lavagem 3X em TBST.

14. Desenvolvimento com 100 pL por pogo de OPD (Sigma, Cat.
N©° P-9187. Feita como instrugdes do fabricante),
interrompida com 50 uL por pogo de HySO, 3 M, 1lida numa
absorvéncia de 490 nm. Tempo de desenvolvimento é de -2

minutos.
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7.4 Bioensaio de neutralizacido de IL-13 (ensaio de

proliferacao de célula TF-1)

Este é um bioensaio de IL-13 que pode ser utilizado para
determinar a <capacidade de neutralizagao de um anticorpo
anti-IL-13. O método descrito a seguir utiliza IL-13 humana ou
de cinomélogo recombinante. A IL-13 humana expressa por mamifero
ou a variante de IL-13 humana Q130 também podem ser utilizada
neste ensaio. (células TF-1 também proliferam em resposta a IL-5
humana. Este ensaio também foi utilizado para avaliar a
capacidade de neutralizagao de 6A1 na bioactividade de IL-5

humana) .

7.4.1 Materiais

1. linhagem celular TF-1 (obtida no lab.)

2. placas de cultura de tecidos de 96 pogos (Invitrogen)

3. IL-13 humana (Cambridge Bioscience, Cat. N° CH-013)

4, CellTiter de 96 ensaios de proliferacao celular nao

radioativos (Promega, Cat. N° G4000)

7.4.2 Método

1. Método para medir a capacidade de um mAb anti-IL13 humana
para neutralizar a bicactividade de IL-13 humana ou de
cinomdélogo recombinante num biocensaio de célula TF-1

(linhagem celular TF-1 obtida no lab, nado a versao do ATCC).
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2. Este ensaio é realizado em placas de cultura de tecidos
de 96 pogos estéreis (Invitrogen), sob condicgbes estéreis.

Todos os testes sao realizados em triplicado.

3. Pré-incubacdo de 10 ng/mL de 1IL-13 humana (Cambridge
Bioscience, Cat. ©N° CH-013. Feita numa concentragcao de
armazenamento de 100 ng/mL de acordo com instrugdes do
fabricante wutilizando técnica estéril em ambiente para
cultura de tecido de <classe 2, armazenada em peguenas
aliquotas a -20 °C) ou 10 ng/mL de cino IL-13 (obtida no
lab. de CA) com varias diluig¢bdes do mAb anti-IL-13 humana
(diluido de 6 ug/mL em diluigdes de 3 vezes baixas até
0,025 pg/mL) num volume total de 50 uL durante 1 hora a
37 °c. Também incluidos serao pogos de controlo positivo,
que tém IL-13 presente, mas nao o mAb anti-IL-13 humana.
Além disso, os pogos de controlo negativo nao terdo IL-13 e
nenhum anti-IL-13 humana presente. Utilizar uma placa de 96
pocos de fundo redondo, de baixa ligagdao de proteina,
estéril para esta pré-incubacao. (Note-se gque a concentracao
de IL-13 e mAb anti-IL-13 humana sera reduzida pela metade

num estagio posterior quando células foram adicionadas).

4. Plaquear 50 pL de células TF-1 a 2x10° por mL numa placa
de cultura de tecidos de 96 pogos estéril. Apds a 1 hora de
pré-incubacao, adicionar a IL-13 e a amostra de mAb anti-IL-
13 humana as células. O volume de ensaio de 100 pL finais,
contendo varias diluig¢des de mAb anti-IL-13 humana, IL-13
recombinante e c¢élulas TF-1, € incubado a 37 °C durante

~70 horas num incubador de CO, humidificado.

5. As -66 h, varre-se os pogos para confirmar que eles estio
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estéreis e que nenhuma contaminagao bacteriana ocorreu.

6. Adigcao de 15 uL de substrato MTT esterilizado por filtro
por pogo (Cat. N° G4000, Promega. Feito como pelas
instrugdes do fabricante) durante as 4 horas finais de

incubacgao.

7.Interromper a reacao com 100 uL de solugao de interrupcgao
(proporcionada no kit de MTT) para solubilizar o produto de
formazan azul metabolizado. Deixar durante, pelo menos,
2 horas, entao pipete para cima e para baixo para ajudar a
dissolver o0s c¢ristais. Alternativamente, cubrir com um
vedante de placa e deixar a 4 °C de um dia para o outro,
entao pipetar para cima e para baixo no prdximo dia (isto é

mais fdcil em termos de pipetagem).

8. Leitura da absorvéncia da solugao em cada pogo num leitor

de placa de 96 pogos a comprimentos de onda de 570 nm.

9. A capacidade do mAb anti-IL-13 humana para neutralizar a
bicactividade de IL-13 humana ou de cinomdélogo é expressa
como a concentragao de mAb anti-IL-13 humana necessaria para
neutralizar a bicactividade de uma quantidade definida de
IL-13 humana ou de cinomdélogo (5 ng/mL) em 50% (= NDsg).
Quanto menor a concentragdo necessaria, mais potente a

capacidade de neutralizacao.
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Amostra 1

Exemplo: Uma placa de 96 pogos preparada para esse ensaio.

Anticorpo positivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
3 pg/mL de mAb | amostra de mAb | amostra de mAb | 3 pg/mL de poli
anti-hIL-13 +1 2 3 anti-hIIl-13 +
IL-13 + TF-1 II-13 + TF-1

1 pg/mL de mAb 1 pg/mL de poli
anti-hIL-13 + anti-hIL-13 +

IL-13 + TF-1

II-13 + TF-1

0,33 pg/mL  de
mAb  anti-hIl-13

+ IL-13 + TF-1

0,33 pg/mL  de
poli anti-hIL-13

+ IL-13 + TF-1

0,11 pg/mL de
mAb  anti-hIl-13

+ IL-13 + TF-1

0,11 pg/mL de
poli anti-hIL-13

+ IL-13 + TF-1

0,037 wg/mL de
mAb  anti-hIl-13

+ IL-13 + TF-1

0,037 ug/mL de
poli anti-hIL-13

+ IL-13 + TF-1

0,0123 pg/mL de
mAb anti-hIL-13
+ IL-13 + TF-1

0,0123 pg/mL de
poli anti-hIL-13
+ IL-13 + TF-1

Controlo

positivo

para

proliferacdo

de

célula TF-1 =

células TF-1 + IL-13 (nenhum mAb, 12 pogos)

H Controlo de sinal ruido = Apenas células TF-1 presentes

(nenhuma IL-13, nenhum mAb, 12 pog¢os)
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7.5 ELISA de ligacdo a IL-4 humana

Este ensaio descreve um ELISA que detecta a ligagao de um
anticorpo a 1IL-4 humana. Este esta em formato de ELISA em

sanduiche.

7.5.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,

4-39454R)

2. IL-4 humana (R+D Systems, cat. N°)

3. Anticorpo policlonal anti-IL-4 humana de cabra (R+D

Systems, cat. N° AF-204-NA)

4., Anticorpo monoclonal anti-IL-4 humana de rato biotinilado

(BD/Pharmingen, Cat. N°)

5. IgG-HRP anti-murganho (Dako, Cat. N° P0260)

6. IgG-HRP anti-murganho (Sigma, Cat. N° A-9309)

7. Tampdo carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N° C-3041)

8. PBST (PBS + 0,05% de Tween 20)

9. BSA (Sigma A-7030)

10. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)
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11. Acido sulfurico

7.5.2 Método

=

Solucgao de blogueio é 3% de BSA + PBST

2. Solucao de lavagem é PBST

w

Placas de ELISA “Nunc Maxisorp” cobertas com 50 pL de

@)

pg/mL de anticorpo policlonal anti-IL-4 humana de cabra
(R+D Systems, cat. N° AF-204-NA. Feito numa concentragao de
armazenamento de 500 upg/mL de acordo com instrugdes do
fabricante e armazenado em aliquotas a —-20 °C) em tampao de
carbonato/bicarbonato (Sigma, Cat. N° C-3041, feito como
instrugdes do fabricante), coberta com um vedante de placa e

incubada de um dia para o outro a 4 °cC.

4. Bloqueio com 100 pL de 3% de BSA/PBST incubada a pressao

e temperatura ambiente (pta) durante 1 h.

5. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 uL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem) .

6. Adicdo de 1 ng/mL (em um volume de 50 uL) de IL-4 humana
em solucdo de bloqueio e incubada a temperatura ambiente

durante 1 h.

7. Lavagem 3X em PRBST.

8. Adigao de 50 pL de amostra de anticorpo (titulagao para

obter dados de ponto final de titulo, se necessario) em
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solugdao de bloqueio, incubacdo a pta durante 1 h. Como
controlo positivo para ligacao a IL-4 humana, utilizar um
anticorpo monoclonal anti-TIL-4 humana biotinilado

(titulado).

9. Lavagem 3X em PBST.

10. Para anticorpo monoclonal de murganho 6Al, deteccao de
ligagao utilizando 50 uL por pogo de IgG-HRP anti-murganho
(Sigma, Cat. N° A-9309) numa diluicdo de 1/1000 em solucgao
bloqueio durante 1 h a t.a. Para anticorpo gquimérico 6Al ou
anticorpo humanizado, detecg¢ao de ligagao utilizando 50 uL
por pogo de IgG-HRP anti-humano (Sigma, Cat. N° A-6029) numa
diluicdo de 1/2000 em solugado bloqueio durante 1 h a t.a..
Para controlo positivo o anticorpo monoclonal anti-IL-4
humana de rato biotinilado, detectado utilizando um
anticorpo conjugado a estreptavidina-HRP. (Senao, o)
anticorpo HRP anti-murganho, P0260, detectara 6A1 e o

anticorpo monoclonal anti-IL-4 humana de rato biotinilado).
11. Lavagem 3X em PBST.

12. Desenvolvimento com 100 uL de OPD (Sigma, Cat. N°
P-9187. Feita como pelas instrucgdes do fabricante),

interrompida com 50 uL por pogo de H,S0, 3 M, lida numa

absorbancia de 490 nm.
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7.6 ELISA de mapeamento de epitopo

Este ensaio descreve uma ELISA que detecta a ligagao de mAb

6A1 de murganho a péptidos de IL-13 humana ou de cinomdlogo.

7.6.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,

4-39454A)

2. Estreptavidina ImmunoPure®© (Pierce, cat. N° 21125)

3. PBST (Soro Fisioldégico Tamponado com Fosfato + 0,05% de

Tween 20)

4, BSA (Sigma A-7030)

5. Péptidos de 16 mero de IL-13 humana e de cinomdlogo,

deslocamento = 4 (pedido personalizado Mimotopes)

6. Péptidos de 20 mero de controlo positivo e negativo

(Fornecidos com pedido personalizado Mimotopes)

7. Mab 6Al
8. controlo Ab (Fornecido com pedido personalizado
Mimotopes)

9. conjugado de HRP e anti-Ig de murganho de coelho (DAKO,
Cat. N° P0260)

10. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)

11. Acido sulfurico 3M
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7.6.2 Métodos

1. Solugao de bloqueio é 3% de BSA + PBST

N

Solugao de lavagem é PBST

3. placas de ELISA *“Nunc Maxisorp” cobertas com 100 uL de
5 pg/mL de Estreptavidina ImmunoPure® (Pierce, cat. N° 21125
feito numa concentracgdo de armazenamento de Img/mL de acordo
com 1instrugbdes do fabricante e armazenada em aliquotas a
+4 °C) utilizando PBST como diluente. Incubagao de um dia

para o outro a 37 °C para permitir que a solugao seque.

4, Bloqueio com 200 pL de 3% de BSA/PBST. Adigao de vedante

de placa e incubacgado a pta durante 1 h.

5. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 pL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

6. Em duplicado e utilizando PBST como diluente, adicionar
10 pL por pogo (exceto pogos de controlo) de diluigdes de
1000 vezes de cada péptido (dissolvidos como as instrugdes
do fabricante em 200uL de acetonitrila 40% e agua 60%, entao
aliquotar em diluigdes de 10 vezes no mesmo solvente e

armazenar a -20 °C).

7. Nos pogos de controlo, em duplicado e utilizando PBST
como diluente, adicionar 100 uL por pogo de diluigdbes de
10 vezes de péptidos controlo (dissolvidos como instrugdes
do fabricante em 1 mL de acetonitrilo 40% e agua 60% e
armazenar a -20 °C). Adicionar vedante de placa e incubar a

pta durante 1 h numa placa agitadora.
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8. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200uL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

9. Adicionar 100 uL por pogo (excepto pogos de controlo) de
mAb de murganho a 1,506 pg/mL em PBST.

10. Adicionar 100 uL por pogo apenas a pogos de controlo, de
diluigdes de 4, 16 e 32 vezes de anticorpo controlo
(utilizado como fornecido pelo fabricante e armazenada a
-20 °C) utilizando PBST como diluente. Adicionar vedante de
placa e incubar a pta (pressdo e temperatura ambiente) por

1 h numa placa agitadora.

11. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 pL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

12. Adicionar 100 uL por pogo de diluigao de 2000 vezes e
anti-Ig de murganho de coelho conjugado a HRP DAKO, Cat.
N°¢ P0260 wutilizado como fornecido, armazenado a +4 °C)
utilizando PBST como diluente. Adicionar vedante de placa e

incubar a pta durante 1 h numa placa agitadora.

13. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 uL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem) .

148



14. Desenvolvimento com 100 uL de OPD (Sigma, Cat. N°
P-9187. Feita como instrugdes do fabricante), interrompida
com 50 uL de H;SO, 3 M, lida numa absorbancia de 490 nm.

Tempo de desenvolvimento é ~10 minutos.

7.7 ELISA de mapeamento fino de epitopo

Este ensaio descreve um ELISA que detecta a ligagao de mAb

6A1 a péptidos de IL-13 humana ou de cinomdlogo.

7.7.1 Materiais

1. Nunc Immunoplate 1 F96 Maxisorp (Life Technologies,

4-39454A)

2. Estreptavidina ImmunoPure® (Pierce, cat. N° 21125)

3. PBST (PBS + 0,05% de Tween 20)

4., BSA (Sigma A-7030)

5. Péptidos rede de Jjanela parcial de IL-13 humana e de

cinomdélogo (de 14 mero, truncados por um aminoacido de cada

vez a partir tanto da extremidade N- como do terminal C;

pedido personalizado Mimotopes)

6. Péptido de 16 mer de controlo positivo (Fornecidos com

prévio pedido personalizado Mimotopes)

7. mab 6Al1 (caseiro)
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8. Anticorpo conjugado a HRP anti-IgG (especifico para Fc)

de murganho de cabra (Sigma A-9309)

10. OPD (Sigma, Cat. N° P-9187)

11. Acido sulfuirico 3 M

7.7.2 Método

[

Solucao de bloqueio é 3% de BSA + PBST.

2. Solugao de lavagem é PBST.

3. placas de ELISA “Nunc Maxisorp” cobertas com 100 uL de

a

pg/mL de Estreptavidina ImmunoPure® em &gua ultra pura
(Pierce, cat. N©° 21125 feito numa concentragao de
armazenamento de 1 mg/mL de acordo com instrugdes do
fabricante e armazenada em aliquotas a +4 °C). Incubacao de

um dia para o outro a 37 °C.

4, Blogqueio com 200 upuL de 3% de BSA/PBST. Adigdo de vedante

de placa e incubag¢gdao de um dia para o outro a +4 °C.

5. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 uL de solugao de

lavagem por pogo por lavagem) .

6. Em duplicado e utilizando 3% de BSA em PBST como
diluente, adicionar 100 pL por pogo de diluigdes de
1000 vezes de cada péptido (dissolvidos como instrucgdes do

fabricante em 200 uL de acetonitrilo 40% e agua 60% e
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armazenar a -20 °C). Adigcao de vedante de placa e incubacéao

a temperatura ambiente durante 1 hora numa placa agitadora.

7. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200uL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

8. Adicionar 100 pL por pogo de 3 ug/mL de 6A1 diluido em 3%
de BSA em PBST. Adigdo de vedante de placa e incubacao a

temperatura ambiente durante 1 hora numa placa agitadora.

9. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 pL de solugao de

lavagem por pogo por lavagem).

10. Adicionar 100 uL por poco de diluigcao de anticorpo
conjugado a HRP anti-IgG de murganho de cabra (Sigma A-9309
utilizado como fornecido, armazenado a +4 °C) utilizando 3%
de BSA em PBST como diluente. Adicionar vedante de placa e
incubar a temperatura ambiente durante 1 h numa placa

agitadora.

11. Lavagem 3X em PBST (pelo menos 200 pL de solugao de

lavagem por pog¢o por lavagem).

12. Desenvolvimento com 100 uL de OPD (Sigma, Cat.
N° P-9187. Feita como pelas instrugdes do fabricante),
interrompida com 50 uL de H,SO, 3 M, 1lida numa absorvéncia

de 490 nm. Tempo de desenvolvimento é ~10 minutos.
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7.8 Método de Biacore™ para construcdes humanizadas para

anticorpo de IL-13 X IL-13 inteira

A analise de cinética foi realizada numa maquina
Biacore 3000, utilizando um método para capturar anticorpo. Em
resumo, para as construgdes de anticorpo 6A1 quimérico e
humanizado foi utilizada captura de Proteina A, enguanto para o
anticorpo 6A1 murino parental, a captura foi através de um

anticorpo anti-Fc¢ de murganho fornecido por Biacore.

Em resumo, o método & como se segue, o ligante de captura
foi imobilizado num chip biossensor CM5 por acoplamento de amina
primdria de acordo com protocolos padrdes Biacore e utilizando
reagentes fornecidos no kit de acoplamento de amina primaria de
Biacore. O método envolve a activagao de superficie de sensor
CM5 pela passagem de uma solugcao de 50 mM de N-hidroxi-
succinimida (NHS) e 200 mM de N-etil-N'-dimetilaminopropil-
carbomida (EDC) sobre a superficie. Entdao, o ligante de captura
(dissolvido em tampao de acetato pH5 ou pH 4,5) foi acoplado a
superficie de sensor activado apds o que quaisquer ésteres
activados foram bloqueados por uma injecgao de cloreto de

etanolamina 1 M, pH 8,5.

O anticorpo candidato foi entao passado sobre a superficie
de proteina A ou anticorpo anti-Fc¢ de murganho, dependendo se é
de origem humana ou de murganho e capturado. Uma vez gue um
sinal de ligacgdo estavel tenha sido visto, a IL-13 ¢é passada
sobre a superficie de anticorpo capturado em varias
concentragdes definidas. As curvas de ligagao subsequentes foram
analisadas com o programa de analise de Biacore BIAeval v4.1l
para determinar a cinética. As experiéncias foram efectuadas

utilizando tampao Biacore HBS-EP.
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7.8.1 Método de Biacore™ para Anticorpo de IL-13 vs péptido

A andlise cinética fol realizada numa maquina Biacore 3000
utilizando ligacado directa de anticorpo a péptido de IL-13
imobilizado. Em resumo, o péptido biotinilado de 1IL-13 foi
capturado utilizando chip biossensor SA (estreptavidina)
Biacore. Os anticorpos foram entdo passados sobre a superficie
do sensor em varias concentracgdes. As curvas de ligacgao
subsequentes foram analisadas com software de andlise de Biacore
BIAeval 4.1 para determinar a c¢inética. A experiéncia foi

efectuada utilizando tampao Biacore HBS-EP.

8. Eficadcia de mAB anti-IL13 humanizada de Ll1+Al1l em modelo

de asma de cinomdlogo

Esta seccao é profética.

O modelo de bronco-constrigao pulmonar induzida por Ascaris
suum em macacos cinomdélogos (Macaca fascicularis) é reconhecido
como um modelo naoc clinico ou relacionado com asma em humanos
(Patterson R, et al. Trans. Assoc. Am. Physicians 1980 93:
317-325; Patterson R, et al. J. Lab. Clin. Med. 1983 101: 864-
872) .

Neste modelo, o0s animais que tém uma sensibilidade pulmonar
inata a A. suum sao apresentados a A. suum nebulizado para
induzir uma resposta asmatica. Esta resposta asmatica pode ser
caracterizada pela medigao de hipersensibilidade e vias
respiratérias (AHR), infiltracdo celular como medido em fluido
de lavagem Dbronco-alveolar (BAL) e niveis de IgE sérica. Os

métodos experimentais sado semelhantes aos descritos por Mauser
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P. et al. em Am. J. Resp. Crit. Care Med. 1995 204: 467-472 e

por Evanoff H, et al. em Immunologic Investigation 1992 21: 39.

Esse estudo wutiliza 30 animais, pré-seleccionados para
entrada tendo demonstrado uma resposta bronco-constritora
positiva a uma dose especifica de antigénio de A. suum. A. suum
é administrado numa dose de resposta O6ptima (ORD) para cada
animal. E uma dose pré-determinada de A. suum que produz um
aumento em Rp (resisténcia pulmonar) de, pelo menos, 40% e uma
diminuicdo na Cpyy (cumprimento de dinédmica) de, pelo menos, 35%,
por 1inalagdo de aerossol (para uma dose Unica dando mais de 15
respiragdes utilizando um nebulizador).

Este estudo ocorre em 2 fases. Durante a fase 1, AHR &
avaliada em resposta a desafio de histamina intravenosa (1i/v)
(isto ¢, uma dose de histamina suficiente para induzir um
aumento em Ry de, pelo menos, 30% acima da linha basal (PCsg))
tanto antes (a linha basal de avaliagao de fungao pulmonar no
dia 1) como apds (no dia 11) a administracgao de antigénio de A.
suum (nos dias 9 e 10, quando A. suum é administrado numa dose
6ptima pré-determinada para cada animal por inalacado de

aerossol).

A fase 2 é idéntica a fase 1 excepto gue o0s animais recebem
tratamento com anticorpo (ver abaixo), cada anticorpo ¢é dado
como 3 doses de aproximadamente 30 mg/kg administradas por
infusdo i/v nos dias 1, 5 e 9.

Grupo 1 (n = 12): L1+Al (mAb anti-IL-13 humanizado,
SEQ ID N°: 18 e SEQ ID N°: 22)

Grupo 2 (n = 12): L1+Al (mAb anti-IL-13 humanizado,

30 mg/kg) e Pascolizumab (mAb anti-IL-4 humanizado, 30 mg/kg)
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Grupo 3 (n = 6): tratamento de controlo negativo de veiculo

sozinho

As leituras de AHR das fases 1 e 2 sao calculadas tomando as
leituras de pressao e fluxo de ar - resisténcia de pulmao (R;) e
cumprimento de dindmica (Cpyw) - em resposta a histamina,
utilizando o sistema mecédnico pulmonar Buxco. A alteracgdo de
percentagem maxima da linha basal comparada a posterior desafio
com antigénio de A. suum [para resisténcia de pulmao (Ry) e
cumprimento de dinédmica (Cpyw)] € comparada para fases 1 e 2,
isto é, com ou sem tratamento de anticorpo e esses dados sao

utilizados para avaliar o fendétipo de AHR.

Além disso, as amostras BAL s&ao tomadas nos dias 1 e 11 nas
fases 1 e 2, para medir a infiltragao celular e, em particular,
eosinofilia. As amostras séricas também sao tomadas ©para

monitorizar niveis de IgE.
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Tabela A

Descricgao de proteina ou Identificador de
polinucledtido (PN) sequéncia (SEQ ID N°:)
6A1, CDRHI1 1
6A1, CDRHZ2 2
6A1, CDRH3 3
6A1, CDRL1 4
6A1, CDRL2 5
6A1, CDRL3 6
6A1, VH (murino) 7
6A1, VL (murino) 8
hIL-13 9
hIL-13 (PN) 10
6A1, VH, construgao humanizada Al 11
6Al1, VH, construcao humanizada A2 12
6A1, VH, construgao humanizada A3 13
6Al, VH, construcao humanizada A4 14
6A1, VL, construgao humanizada L1 15
6Al1, VL, construcao humanizada L2 16
6Al, cadeia pesada, construgao 18
humanizada Al

6A1, cadeia pesada, construgao 19
humanizada A2

6A1, cadeia pesada, construgao 20
humanizada A3

6A1, cadeia pesada, construgao 21
humanizada A4

6A1, cadeia leve, construgao 22

humanizada L1
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(continuagao)

6A1, cadeia leve, construgao 23
humanizada L2

6A1, PN codificando SEQ ID N°: 7 24
6A1l, PN codificando SEQ ID N°: 8 25
6A1, PN codificando SEQ ID N°: 11 26
6A1l, PN codificando SEQ ID N°: 12 277
6A1, PN codificando SEQ ID N°: 13 28
6Al, PN codificando SEQ ID N°: 14 29
6A1, PN codificando SEQ ID N°: 15 30
6Al, PN codificando SEQ ID N°: 16 31
6Al1, PN codificando SEQ ID N°: 18 32
6A1l, PN codificando SEQ ID N°: 19 33
6Al1, PN codificando SEQ ID N°: 20 34
6A1l, PN codificando SEQ ID N°: 21 35
6Al1, PN codificando SEQ ID N°: 22 36
6A1, PN codificando SEQ ID N°: 23 37

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

SEQ ID N°: 1

FYIKDTYMH

SEQ ID N°: 2

TIDPANGNTKYVPKEQG

SEQ ID N°: 3

SIYDDYHYDDYYAMDY
SEQ ID N°: 4

RSSONIVHINGNTYLE
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SEQ ID N°:5

KISDRFES

SEQ ID N°: 6

FOGSHVPWT

SEQ ID N°: 7

EIQLOQSVAELVRPGASVRLSCTASGEYIKDTYMHWVIQRPEQGLEWIGTIDPAN
GNTKYVPKFQGKATITADTSSNTAYLRLSSLTSEDTAIYYCARSIYDDYHYDDYY

AMDYWGQGTSVTIVSS.

SEQ ID N°: 8

DVLMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYK
ISDRESGVPDRESGSGSGTIDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPWTEFGGGTKLE
IK.

SEQ ID N°: 9

GPVPPSTALRELIEELVNITONQKAPLCNGSMVWSINLTAGMYCAALESLINVSG
CSATEKTQRMLSGEFCPHKVSAGQFSSLHVRDTKIEVAQFVKDLLLHLKKLFREGR

FN

SEQ ID N°: 10

GGCCCTGTGCCTCCCTCTACAGCCCTCAGGGAGCTCATTGAGGAGCTGGTCAACA
TCACCCAGAACCAGAAGGCTCCGCTCTGCAATGGCAGCATGGTATGGAGCATCAA
CCTGACAGCTGGCATGTACTGTGCAGCCCTGGAATCCCTGATCAACGTGTCAGGC
TGCAGTGCCATCGAGAAGACCCAGAGGATGCTGAGCGGATTCTGCCCGCACAAGG
TCTCAGCTGGGCAGTTTTCCAGCTTGCATGTCCGAGACACCAAAATCGAGGTGGC
CCAGTTTGTAAAGGACCTGCTCTITACATTITAAAGAAACTTTTITCGCGAGGGACGG

TTCAACTGA
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SEQ ID N°: 11

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVRQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY

AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID N°: 12

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID N°: 13

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY

AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID N°: 14

QVOLVQSGAEVKKPGSSVRVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADTSTSTAYMRLSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID N°: 15

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYK
ISDRESGVPDRESGSGSGTIDEFTLKISRVEADDVGIYYCFQGSHVPWTEFGQGTKLE
IK

SEQ ID N°: 16

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYK
ISDRFSGVPDREFSGSGSGTDFTLKISRVEADDVGVYYCEFQGSHVPWTEFGQGTKLE

IK
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SEQ ID N°: 17

MGWSCIILFLVATATGVHS

SEQ ID N°: 18

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVRQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISPTAEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVE SCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N°: 19

QVOQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKIJTLMTSPTAEVTCWVDVS
HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL

HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N°: 20

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVEFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKIJTLMTSPTAEVICWVDVS

HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
160



VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEFYPSDT
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVE SCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N°: 21

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVIQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADTSTSTAYMRLSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVIVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKIJTLMTSPTAEVTICWVDVS
HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDI
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID N°: 22

DIVNTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYK
ISDRFSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEADDVGIYYCEFQGSHVPWTEFGQGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVADNLQSGNSQ
ESVIEQDSK1IJSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

SEQ ID N°: 23

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYK
ISDRFSGVPDRESGSGSGTDFTLKISRVEADDVGVYYCEFQGSHVPWTEFGQGTKLE
IKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOQWKVADNLQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC
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SEQ ID N°: 24

GAAATTCAGCTGCAGCAGTCTGTGGCAGAACTTGTGAGGCCAGGGGCCTCAGTCA
GGTITGICCTIGCACAGCTTCTGGCTTICTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATTCAGAGGCCTGAACAGGGCCTGGAGTGGATTGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAAGGCCACTATAACTGCAGACA
CATCCTCCAACACAGCCTACCTGCGGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACACTGC
CATCTATTACTGIGCTAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGTCAAGGA

SEQ ID N°: 25

GATGTTTTGATGACCCAAACTCCACTICTCCCTIGCCTGTCAGTICTIGGAGATCAAG
CCTCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAACATTGTACATATTAATGGAAACACCTA
TTTAGAATGGTACCTTCAGAAACCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAA
ATTTCCGACCGATTITTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGA
CAGATTTCACGCTICAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATCTGGGAGTTTATTA
CTIGCTTTCAAGGTITCACATGTTCCGTIGGACGTITCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAA
ATCAAA

SEQ ID N°: 26

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTICTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTICCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACG
AATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACALCGGC
CCGIGTATTACTGTIGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTICA

SEQ ID N°: 27

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTICTGGGGCTGAGCGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTTICTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATCCACTGGGT
GATACAGGCCCCTIGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT

GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACG
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AATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGIGTATTACTGTGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTICTCCTCA

SEQ ID N°: 28

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTICTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACA
CATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGIGTATTACTGIGCGAGAAGAATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTICA

SEQ ID N°: 29

CAGGTGCAGCTGGTGCAGICTGGGGCTGAGCGTGAAGAAGCCTIGGGTCCTCGGTGA
GGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATACAGGCCCCTIGGACAAGGGCTTGAGTIGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACA
CATCCACGAGCACAGCCTACATGAGGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGTGTATTACTGTGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTICTCCTCA

SEQ ID N°: 30

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTICCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGG
CCTICCATCTCCTGCAGATCTAGTCAGAACATTIGTACATATTAATGGAAACACCTA
TTTAGAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACGGCTCTTGATCTATAAA
ATTTCCGACCGATTITTCTIGGGGTCCCTIGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCA
CAGATTTTACATTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGACGATGTTGGAATTTATTA
CTIGCTTTCAAGGITCACATGTTCCGTIGGACGCTITTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAG
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SEQ ID N°: 31

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTICTICCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGG
CCICCATCTCCTGCAGATCTAGTCAGAACATTIGTACATATTAATGGAAACACCTA
TTTAGAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACGGCTCTTGATCTATAAA
ATTTCCGACCGATTITTCTGGGGTCCCTIGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCA
CAGATTTTACATTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGACGATGTTGGAGTTTATTA
CIGCTTTCAAGGITCACATGTTCCGIGGACGTITTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAG

SEQ ID N°:32

CAGGTGCAGCTGGTGCAGICTGGGGCTGAGCGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GCGACAGGCCCCTIGGACAAGGGCTTGAGTIGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTICCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACG
AATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACALCGGC
CGIGTATTACTGTIGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
AGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTICG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTICAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCITGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTIGGGGGGACCGTCAGTICTITCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTICATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC

GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
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CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTITCTICATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTICTCCCIGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 33

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTICTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTICCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACG
AATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACALCGGC
CGIGTATTACTGIGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACL
AGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTICG
TGGAACTCAGGCGCCCTIGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTIGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTIGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTICCTICACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGLCCTIC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTITCTICATGCTCCGTGATGCATGAGGCTICTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTICTICCCTGTCTCCGGGTAAATGA
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SEQ ID N°: 34

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGOTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
AGGTCTCCTGCAAGGCTTICTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT
GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACA
CATCCACGAGCACAGCCTACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGIGTATTACTGTIGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACL
AGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTICG
TGGAACTCAGGCGCCCTIGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTIGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACAQATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTIGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARAACCCAAGGA
CACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTIGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTICCTICACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCALCGLCCTIC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCITCTICATGCTCCGTGATGCATGAGGCTICTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTICTICCCTGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 35

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTICTGGGGCTGAGCGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGA
GGGTCTICCTGCAAGGCTTCTGGATTCTACATTAAAGACACCTATATGCACTGGGT
GATACAGGCCCCTIGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAACGATTGATCCTGCGAAT

GGTAATACTAAATATGTCCCGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACGATTACCGCGGACA
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CATCCACGAGCACAGCCTACATGAGGCTGAGCAGCCTGAGATCTGAGGACACGGC
CGIGTATTACTGTGCGAGAAGCATCTATGATGATTACCACTACGACGATTACTAT
GCTATGGACTACTGGGGCCAAGGGACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCA
AGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCAC
AGCGGCCCTGGGCTIGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTICG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGT
CCTCAGGACTCTACTCCCICAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTICCAGCAGCTTGGG
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGAC
AAGAAAGTTGAGCCCAAATCTITGTIGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CACCTGAACTCCTIGGGGCGACCGTCAGTICTITCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGA
CACCCTICATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGC
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAG
GTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAPAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATC
GCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTITCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTG
CACAACCACTACACGCAGAAGAGCCICTCCCIGTCTCCGGGTAAATGA

SEQ ID N°: 36

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTICCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGG
CCTICCATCTCCTGCAGATCTAGTCAGAACATTIGTACATATTAATGGAAACACCTA
TTTAGAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACGGCTCTTGATCTATAAA
ATTTCCGACCGATTITTCTIGGGGTCCCTIGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCA
CAGATTTTACATTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGACGATGTTGGAATTTATTA
CTIGCTTTCAAGGITCACATGTTCCGTIGGACGCTITTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGICTITCATCTTCCCGCCATCTGATGAGC
AGTTGAAATCTGGAACTGCCICTGTTGTGTIGCCTGCTGAATAACTTICTATCCCAG

AGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
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GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCC
TGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCAC
CCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAARAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQ ID N°: 37

GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTICCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGCCGG
CCTICCATCTCCTGCAGATCTAGTCAGAACATTIGTACATATTAATGGAAACACCTA
TTTAGAATGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACGGCTCTTGATCTATAAA
ATTTCCGACCGATTITTCTIGGGGTCCCTIGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCA
CAGATTTTACATTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGACGATGTTGGAGTTTATTA
CTGCTTTCAAAGGTTCACATGTTCCGTGGACGTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAGCGTACGGTGGCTGCACCATCTGICTITCATCTTCCCGCCATCTGATGAGC
AGTTGAAATCTGGAACTGCCICTGTTGTGTIGCCTGCTGAATAACTTICTATCCCAG
AGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGACAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAG
GAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCC
TGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCAC
CCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SEQ ID N°: 38

SGSGPSTALRELIEELVNIT

SEQ ID N°: 39

SGSGLRELIEELVNITONQK

SEQ ID N°: 40

SGSGIEELVNITONQKAPLC

SEQ ID N°: 41

SGSGVNITQNQKAPLCNGSM

SEQ ID N°: 42

SGSGONQKAPLCNGSMVWS I
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SEQ ID N°:43

SGSGAPLCNGSMVWSINLTA

SEQ ID N°: 44

SGS GNGSMVWS INLTAGMYC

SEQ ID N°:45

SGSGVWSINLTAGMYCJ

SEQ ID N°: 46

SGSGNLTAGMYCAALESLIN

SEQ ID N°: 47

SGSGGMYCAALESLINVSGC

SEQ ID N°: 48

SGSGAALESLINVSGCSAIE

SEQ ID N°:49

SGSGSLINVSGCSAIEKTQR

SEQ ID N°: 50

SGSGVSGCSAIEKTQRMLSG

SEQ ID N°: 51

SGSGSAIEKTQRMLSGECPH
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SEQ ID N°: 52

SGSGKTQRMLSGFCPHKVSA

SEQ ID N°: 53

SGSGMLSGFCPHKVSAGQFES

SEQ ID N°: 54

SGSGFCPHKVSAGQEFSSLHV

SEQ ID N°: 55

SGSGKVSAGQFSSLHVRDTK

SEQ ID N°: 56

SGSGGQFSSLHVRDTKIEVA

SEQ ID N°: 57

SGSGSLHVRDTKIEVAQEFVK

SEQ ID N°: 58

SGSGRDTKIEVAQFVKDLLL

SEQ ID N°: 59

SGSGIEVAQFVKDLLLHLKK

SEQ ID N°: 60

SGSGQFVKDLLLHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 61
SGSGDLLLHLKKLFREGRFEN
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SEQ ID N°: 62

SGSGPSTALKELIEELVNIT

SEQ ID N°: 63

SGSGLKELIEELVNITQONQOK

SEQ ID N°: 64

SGSGNGSMVWSINLTAGVYC

SEQ ID N°: 65

SGSGVWSINLTAGVYCAALE

SEQ ID N°: 66

SGSGNLTAGVYCAALESLIN

SEQ ID N°: 67

SGSGGVYCAALESLINVSGC

SEQ ID N°: 68

SGSGVSGCSATEKTQRMLNG

SEQ ID N°: 69

SGSGSAIEKTQRMLNGECPH

SEQ ID N°: 70

SGSGKTQRMLNGEFCPHKTSA

SEQ ID N°: 71

SGSGMLNGEFCPHKVSAGQFEFS
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SEQ ID N°: 72

SGSGFCPHKVSAGQEFSSLRV

SEQ ID N°: 73

SGSGKVSAGQFSSLRVRDTK

SEQ ID N°: 74

SGSGGQFSSLRVRDTKIEVA

SEQ ID N°: 75

SGSGSLRVRDTKIEVAQEFVK

SEQ ID N°: 76

SGSGRDTKIEVAQFVIDLLV

SEQ ID N°: 77

SGSGIEVAQFVKDLLVHLKK

SEQ ID N°: 78

SGSGQFVKDLLVHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 79

SGSGDLLVHLKKLFREGQFEN

SEQ ID N°: 80

QFVKDLLLHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 81

DLLLHLKKLFREGRFEN
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SEQ ID N°: 82

QPVKDLLVHLKKLFRE

SEQ ID N°: 83

DLLVMLKKLFREGQFN

SEQ ID N°:84

DLLLHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 85

DLLVHLEKKLFRE

SEQ ID N°: 86

GATGAAGCTTGCCACCATGAAATGCAGCTGGGTCATC

SEQ ID N°: 87

GATGGACTAGTGITCCTTGACCCCAGTA

SEQ ID N°: 88

GATGAAGCTTGCCACCATGAAGTTGCCTIGTTAGGCTC

SEQ ID N°: 89

GATGCGTACGTTIGATTTCCAGCTTGGTGCC

SEQ ID N°: 90

SPVPPSTALKELIEELVNITONQKAPLCN
GSMVWSINLTAGVYCAALESLINVSGCSA
IEKTOQRMLNGEFCPHKVSAGQFSSLRVRDT
KIEVAQFVKDLLVHLKKLEFREGQFEN
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SEQ ID N°: 91

AGCCCTGTGCCTICCCTCTACAGCCCTCAAGGAGCTCATTGAGGAGCTGGTCAACA
TCACCCAGAACCAGAAGGCCCCGCTCTGCAATGGCAGCATGGTIGTGGAGCATCAA
CCTGACAGCTGGCGTIGTACTGTGCAGCCCTGGAATCCCTGATCAACGTGTCAGGC
TGCAGTGCCATCGAGAAGACCCAGAGGATGCTGAACGGATTCTGCCCGCACAAGG
TCTCAGCTGGGCAGTTTTCCAGCTTGCGTGTCCGAGACACCAAAATCGAGGTGGC
CCAGTTTGTAAAGGACCTGCTCGTACATITAAAGAAACTTTTITCGCGAGGGACAG

TTCAACTGA

SEQ ID N°: 92

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGEYIKDTYMHWVROQAPGQGLEWMGT IDPAN
GNTKYVPKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSIYDDYHYDDYY
AMDYWGQGTLVTIVSSG

SEQ ID N°: 93

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSONIVHINGNTYLEWYLQKPGQSPRLLIYK
ISDRESGVPDRESGSGSGTDEFTLKISRVEADDVGIYYCFQGSHVPWTEFGQGTKLE
IK

SEQ ID N°: 94

SGSGKDLLLHLKKLFREG

SEQ ID N°: 95

SGSGDLLLHLKKLFREG

SEQ ID N°: 96

SGSGLLLHLKKLJEFREG

SEQ ID N°: 97

SGSGLLHLKKLFREG
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SEQ ID N°: 98

SGSGLHLKKLEFREG

SEQ ID N°: 99

SGSGHLKKLEFREG

SEQ ID N°: 100

SGSGLKKLEFREG

SEQ ID N°: 101

SGSGKKLEFREG

SEQ ID N°: 102

SGSGKLFREG

SEQ ID N°: 103

SGSGLFREG

SEQ ID N°: 104

SGSGEFREG

SEQ ID N°: 105

SGSGKDLLLHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 106

SGSGKDLLLHLKKLER

SEQ ID N°: 107

SGSGKDLLLHLKKLF
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SEQ ID N°: 108

SGSGKDLLLHLKKL

SEQ ID N°: 109

SGSGKDLLLHLKK

SEQ ID N°: 110

SGSGKDLLLHLK

SEQ ID N°: 111

SGSGKDLLLHL

SEQ ID N°: 112

SGSGKDLLLH

SEQ ID N°: 113

SGSGKDLLL

SEQ ID N°: 114

SGSGKDLL

SEQ ID N°: 115

SGSGKDLLVHLKKLEFREG

SEQ ID N°: 116

SGSGDLLVHLKKLEFREG

SEQ ID N°: 117

SGSGLLVHLKKLEFREG
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SEQ ID N°: 118

SGSGLVHLKKLEFREG

SEQ ID N°: 119

SGSGVHLKKLFREG

SEQ ID N°: 120

SGSGKDLLVHLKKLEFRE

SEQ ID N°: 121

SGSGKDLLVHLKKLEFR

SEQ ID N°: 122

SGSGKDLLVHLKKLF

SEQ ID N°: 123

SGSGKDLLVHLKKL

SEQ ID N°: 124

SGSGKDLLVHLKK

SEQ ID N°: 125

SGSGKDLLVHLK

SEQ ID N°: 126

SGSGKDLLVHL

SEQ ID N°: 127

SGSGKDLLVH
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SEQ ID N°: 128

SGBGKDLLV

SEQ ID N°: 129

QFVKDLLLHLKKLFREGREN

SEQ ID N°: 130

QFVKDLLLHAKKLFREGREN

SEQ ID N°: 131

QFVKDLLLHLAKLFREGREN

SEQ ID N°: 132

QFVKDLLLHLKALFREGREN

SEQ ID N°: 133

QFVKDLLLHLKKAFREGREN

SEQ ID N°: 134

QFVKDLLLHLKKLAREGREN

SEQ ID N°: 135

QFVKDLLLHLKKLFAEGREN

SEQ ID N°: 136

QFVKDLLLHLKKLFRAGREN

Lisboa,

24 de Fevereiro de 2012
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Anticorpo

REIVINDICACOES

terapéutico

ou seu fragmento de ligacao a

antigénio gque se liga especificamente a hIL-13 e inibe a

interacgao entre hIL-13 e hIL-13R e compreende a seguinte

CDRH3:

SEQ ID N°:

Anticorpo

antigénio

seguintes

CDRH1:
CDRH2:
CDRH3:
CDRL1:
CDRL2:
CDRL3:

Anticorpo
antigénio

2, em que

Anticorpo

antigénio

terapéutico

ou seu fragmento de ligacgao a

de acordo com a reivindicacao 1, que compreende as

CDR:

SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ
SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID

Neo:
N°:
Ne:
Ne°:
Ne:

Ne°:

~

~

terapéutico

[0 (@] [In w N [
. ~

ou seu fragmento de ligacgao a

de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindicagao

o anticorpo é um anticorpo intacto.

terapéutico

ou seu fragmento de ligacgao a

de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 ou

2, em que o anticorpo é um anticorpo de rato, murganho,

primata ou humano.



10.

11.

12.

13.

14.

Anticorpo de murino da reivindicagao 4 compreendo um dominio

VH de SEQ ID N°:7 e um dominio VL de SEQ ID N°:8.

Anticorpo terapéutico da reivindicacao 4 em que o anticorpo

é anticorpo humanizado ou guimérico.

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

Anticorpo

dominio VH

humanizado da reivindicacgao

de SEQ ID N°:11 e um dominio

humanizado da reivindicacao

de SEQ ID N°:12 e um dominio

humanizado da reivindicacgao

de SEQ ID N°:13 e um dominio

humanizado da reivindicacgao

de SEQ ID N°:14 e um dominio
humanizado da reivindicacgao
de SEQ ID N°:11 e um dominio
humanizado da reivindicacgao
de SEQ ID N°:12 e um dominio
humanizado da reivindicacgao
de SEQ ID N°:13 e um dominio
humanizado da reivindicacgao

de SEQ ID N°:14 e um dominio

6
VL

VL

VL

VL

VL

VL

VL

VL

compreendendo um

de SEQ ID N°:15.
compreendendo um
de SEQ ID N°:15.

compreendendo um
de SEQ ID N°:15.
compreendendo

um

de SEQ ID N°:15.

compreendendo um

de SEQ ID N°:16.

compreendendo um

de SEQ ID N°:16.

compreendendo um

de SEQ ID N°:16.

compreendendo um

de SEQ ID N°:16.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Anticorpo de qualquer uma das reivindicagbes 6 a 14,

cm

o anticorpo compreende uma regiao constante humana.

Anticorpo da reivindicagao 15,

uma regiao constante de isotipo IgG.

Anticorpo da reivindicagao 16,

IgG4.

Anticorpo humanizado da

cadeia pesada de SEQ

SEQ ID N°:22.

Anticorpo humanizado da

cadeia pesada de SEQ

SEQ ID N°:22.

Anticorpo humanizado da

cadeia pesada de SEQ

SEQ ID N°:22.

Anticorpo humanizado da

cadeia pesada de SEQ

SEQ ID N°:22.

Anticorpo humanizado da

cadeia pesada de SEQ

SEQ ID N°:23.

reivindicagao 6 compreendendo

ID N°:18 e uma cadeia leve

reivindicagao 6 compreendendo

ID N°:19 e uma cadeia leve

reivindicagao 6 compreendendo

ID N°:20 e uma cadeia leve

reivindicagao 6 compreendendo

ID N°:21 e uma cadeia leve

reivindicagao 6 compreendendo

ID N°:18 e uma cadeia leve

que

em que o anticorpo compreende

em que o anticorpo é IgGl ou

uma

de

uma

de

uma

de

uma

de

uma

de



23.

24.

25.

26.

27.

28.

Anticorpo humanizado da reivindicagao 6 compreendendo uma
cadeia pesada de SEQ ID N°:19 e uma cadeia leve de

SEQ ID N°:23.

Anticorpo humanizado da reivindicagao 6 compreendendo uma
cadeia pesada de SEQ ID N°:20 e uma cadeia leve de

SEQ ID N°:23.

Anticorpo humanizado da reivindicagao 6 compreendendo uma
cadeia pesada de SEQ ID N°:21 e uma cadeia leve de

SEQ ID N°:23.

Fragmento de ligacgao a antigénio de qualquer das
reivindicagbes 1-4, em que o fragmento é um Fab, Fab’,
F(ab’),, Fv, diacorpo, triacorpo, tetracorpo, minianticorpo,

minicorpo, VH isolado, VL isolado.

Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 6 a
25 compreendendo uma regiao Fc mutada de modo gque o referido
anticorpo possui ADCC reduzida e/ou activagao do

complemento.

Célula hospedeira recombinante transformada ou transfectada
compreendendo um primeiro e um segundo vector, compreendendo
o referido primeiro vector um polinucledtido que codifica
uma cadela pesada de um anticorpo de acordo com dqualquer
reivindicagao anterior e compreendendo o referido segundo
vector um polinucledétido que codifica uma cadeia leve de um

anticorpo de acordo com qualguer reivindicagao anterior.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Célula hospedeira da reivindicagao 28, em que o primeiro
vector compreende um polinucledétido de SEQ ID N°:7 e um

segundo vector compreende um polinucledtido de SEQ ID N°:8.

Célula hospedeira da reivindicagao 29, em que o primeiro
vector compreende um polinucledétido seleccionado do grupo
consistindo em SEQ ID N°: 26, SEQ ID N°:27. SEQ ID N°:28,
SEQ ID N°:29, SEQ ID N°:32, SEQ ID N°:33, SEQ ID N°:34,
SEQ ID N°:35 e um segundo vector compreendendo um
polinucledtido seleccionado do grupo consistindo em

SEQ ID N°:15, SEQ ID N°:16, SEQ ID N°:36, SEQ ID N°:37.

Célula hospedeira de qualquer das reivindicacdes 28 a 30, em

que a célula é eucaridtica.

Célula hospedeira da reivindicacado 31, em que a célula é de

mamifero.

Célula hospedeira da reivindicagao 31 em que a célula é CHO

ou NSO.

Método para a produgao de um anticorpo terapéutico de
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 27, cujo método
compreende o passo de cultivar uma célula hospedeira de
qualquer uma das reivindicagdes 28 a 33 num meio de cultura

isento de soro.

Método da reivindicacao 34, em que referido anticorpo é
secretado pela referida célula hospedeira no referido meio

de cultura.



36.

37.

38.

39.

Método da reivindicacdao 35, em que o referido anticorpo é
ainda purificado em, pelo menos, 95% ou superior no gque se

refere ao referido anticorpo contendo meio de cultura.

Composigao farmacéutica compreendendo um anticorpo
terapéutico ou seu fragmento de ligacdo a antigénio de
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 27 e um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Anticorpo terapéutico ou seu fragmento de ligacao a
antigénio de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a
27 para utilizacdo no tratamento de uma doenca ou disturbio
seleccionada do grupo consistindo em; Asma alérgica, asma
grave, asma dificil, asma subita, asma nocturna, asma
pré-menstrual, asma resistente a esterdides, asma dependente
de esterdides, asma induzida por aspirina, asma inicial em
adulto, asma pediatrica, dermatite atdpica, rinite alérgica,
doenca de Crohn, COPD, doencas fibréticas ou disturbios,
tais como fibrose pulmonar idiopatica, esclerose sistémica
progressiva, fibrose hepatica, granulomas hepaticos,
equistossomiase, leishmaniose, doencas de regulacado do ciclo
celular, tais como doenga de Hodgkins, leucemia linfocitica

crénica de células B.

Utilizagao de um anticorpo terapéutico ou seu fragmento de
ligacdo a antigénio de acordo <com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 27 para a preparagac de um medicamento
para o tratamento de uma doenga ou distuirbio seleccionada do
grupo consistindo em; Asma alérgica, asma grave, asma
dificil, asma suUbita, asma nocturna, asma pré-menstrual,

asma resistente a esterdides, asma dependente de esterdides,

6



40.

41.

42.

asma induzida por aspirina, asma inicial em adulto, asma
pediatrica, dermatite atdpica, rinite alérgica, doencga de
Crohn, COPD, doencas fibrdéticas ou disturbios, tais como
fibrose pulmonar idiopatica, esclerose sistémica
progressiva, fibrose hepatica, granulomas hepaticos,
equistossomiase, leishmaniose, doengas de regulagao do ciclo
celular, tais como doenca de Hodgkins, leucemia linfocitica

crénica de células B.

Anticorpo terapéutico de acordo com qualgquer reivindicacgao
anterior que especificamente liga-se a hIL-13 e possul uma
constante de dissociacao Kkesr no intervalo 1,4 x 107* a

8,22 x 107> st

Anticorpo de qualquer uma das reivindicagbes 1 a 27 e um
anticorpo monoclonal anti-IL-4, tal como pascolizumab para
utilizagdo no tratamento de uma doenga ou disturbio
seleccionada do grupo consistindo em; Asma alérgica, asma
grave, asma dificil, asma subita, asma nocturna, asma pré-
menstrual, asma resistente a esterdides, asma dependente de
esterdides, asma induzida por aspirina, asma inicial em
adulto, asma pediatrica, dermatite atédpica, rinite alérgica,
doenca de Crohn, COPD, doencas fibrdéticas ou disturbios,
tais como fibrose pulmonar idiopatica, esclerose sistémica
progressiva, fibrose hepatica, granulomas hepaticos,
equistossomiase, leishmaniose, doengas de regulagao do ciclo
celular, tal como doenga de Hodgkinsg, leucemia linfocitica

crénica de células B.

Utilizacgao de um anticorpo de qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 27 e um anticorpo monoclonal anti-IL-4,

7



43.

44,

45.

tal como pascolizumab para a preparagao de um medicamento
para o tratamento de uma doenga ou distuirbio seleccionada do
grupo consistindo em; Asma alérgica, asma Jrave, asma
dificil, asma suUbita, asma nocturna, asma pré-menstrual,
asma resistente a esterdides, asma dependente de esterdides,
asma 1induzida por aspirina, asma inicial em adulto, asma
pedidtrica, dermatite atdpica, rinite alérgica, doenga de
Crohn, COPD, doencas fibrdéticas ou disturbios tais como
fibrose pulmonar idiopatica, esclerose sistémica
progressiva, fibrose hepatica, granulomas hepaticos,
equistossomiase, leishmaniose, doencas de regulacao de ciclo
celular, tais como doenga de Hodgkins, leucemia linfocitica

crénica de células B.

Utilizagao da reivindicagao 41 ou 42 em dque o anticorpo
monoclonal anti-IL-4 é administrado simultaneamente,
sequencialmente ou separadamente com o anticorpo de qualquer

uma das reivindicagbes 1 a 27.

Utilizagao da reivindicacao 41 a 43 em que o anticorpo

anti-IL-4 é pascolizumab.

Composigcao farmacéutica compreendendo um primeiro anticorpo
de qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 27 e um segundo
anticorpo em que o referido segundo anticorpo é um anticorpo
anti-IL-4, tal como pascolizumab e um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Lisboa, 24 de Fevereiro de 2012
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FIGURA 10b
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FIGURA 12b
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FIGURA 13b
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FIGURA 13c

Absorvéncia @ 570 nm
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FIGURA 13d
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FIGURA 1l4a
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FIGURA 1l4b
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FIGURA 1l4c
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FIGURA 15

Absorvéncia média a 490 nm
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FIGURA 16b
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FIGURA 17b
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FIGURA 17c

Absorvéncia @ 490 nm
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