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(57) Resumo: ANTICORPOS ANTI MCP-1, COMPOSIGCOES,
METODOS E USOS. A presente invengéo se refere a pelo menos um
novo anticorpo anti-MCP-1, incluindo acidos nuclélcos isolados que
codificam pelo menos um anticorpo anti MCP-1, MCP-1, vetores,
células hospedeiras, animais ou plantas transgénicas, e métodos para
a fabricagdo e utilizaggo do mesmo, incluindo composi¢des
terapéuticas, métodos e dispositivos.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "ANTICOR-
POS ANTI MCP-1, COMPOSICOES, METODOS E USOS".
Antecedentes da Invencao
Referéncia cruzada a Pedidos de Patente Relacionados.

A presente invencgao reivindica prioridade com relagéo aos pedi-
dos de patente provisérios U.S. Série de N° 60/682654 e 60/682620, o teor

dos quais fica incorporado em sua totalidade por referéncia.

Campo da Invencao

A presente invencgao refere-se a anticorpos, incluindo paﬁes ou
variantes, especificos para pelo menos urha proteina quimioatrativa de mo-
nécitos-1 (MCP-1) ou a um fragmento da mesma, bem como a anticorpos
antiidiotipo, e a acidos nucléicos que codificam‘ tais anticorpos anti-MCP-1,
acidos nucléicos complementares, vetores, células hospedeiras, e a méto-
dos para a fabricagao e o uso dos mesmos, incluindo formulagdes terapéuti-

cas, administragao e dispositivos.

‘Tecnica Relacionada

A Proteina Quimioatrativa de Mondcitos-1 (MCP-1) h‘umana
(também denominada de CCL-2) uma proteina de 8,6 kDa contendo 76 resi-
duos de aminbécidos, é um membro da familia da quimiocina-beta (ou C-C)
das citocinas. As quimiocinas sdo proteinas quimotaticas, de baixo peso mo-
lecular (8 a 10 kDa), induziveis, pré-inflamatérias que tem mostrado atuar

‘em um papel central na transmigracdo perivascular e na acumulagado de

subconjuntos especificos de leucécitos em locais de lesdes de tecido. Foram
definidas duas familias principais que dependem do posicionamento de qua-
tro cisteinas conservadas. As CXC ou o-quimiocinas atraem predominante-
mente 0s neutr(’)filos, enquénto que as CC ou B-quimiocinas atraem predo-
minantemente os mondcitos e outros leucdcitos, porém nao os neutrdfilos
(Leonard e Yoshimura et al., 1990). Membros da familia da Proteina Quimio-

atrativa de 'Monc’)oito°s-1 (MCP-1) formam um componente principal da familia

C-C de quimiocinas e sdo consideradas as quimiocinas principais envolvidas
no recrutamento de mondcitos, macréfagos, e linfécitos ativados. Observan-
do a homologia das MCP-1 a partir de espécies diferentes, a MCP-1 humana
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e do macaco sdo diferentes somente em 2 aminoacidos revelando uma se-
quéncia de identidade de 97%, enquanto que a MCP-1 murina, uma proteina
de 13,8 kDa, contendo 125 residuos de aminoécidos, é diferente da MCP-1
humana em tamanho molecular e no grau de glicosilagéo.

Os receptores da quimiocina pertencem a grande familia dos
receptores do dominio de sete transmembranas (7 TM) acoplados a proteina
G (os GPCR também denominados como receptores serpentinos). Com ba- |
se na nomenclatura dos receptores estabelecida na Gordon Research Con-
ference de 1996 com relacdo as citocinas quimotaticas, os receptores de
quimiocina que se ligam as quimiocinas CXC sao designados como os CX-
CR e os receptores que se ligam as quimiocinas CC s&o designados como
os CCR. |

A MCP-1 é conhecida como se ligando e sinalizando através do
receptor'de quimi'ocina CCR2. O CCR2 é um receptor acoplado a proteina G
atravessando sete transmembranas expresso em muitas células incluindo
mondcitos, células T, células B, e baséfilos. Dois receptores especificos para
a MCP-1, CCR2A e CCRZB, foram clonados e que sinalizam em resposta a
concentracdo nano molares (nM) de MCP-1. Os CCR2A (CC-CKR2A) e
CCR2B, (CC-CKR2A) representam dois cDNA que codificam dois receptores
especificos de MCP-1, com caudas de carboxila divididas de fbrma alternati-
va. A MCP-1 se liga a ambas as isoformas com alta afinidade, a MCP-1 in-
duz o fluxo de calcio nas células expressando o CCR2B, porém, nao nas
células que expressam CCR2A. % vezes menos do MCP-1 induz a quimio-
taxia em células que expressam o CCRB2 quando comparadas Com as célu-
las que expressam o CCR2A. _

Sao conhecidas outras proteinas com determinadas horﬁologia
funcionais e de seqiiéncia a MCP-1 humana. Especialmente similares a
MCP-1 (GenBank NP_002973) sdo a MCP-2 (GenBank NP_005614) e a
eotaxina (GenBank P_51671); a MCP-2 que tem 61,8 por cento e a eotaxi-
na-1 que tem 63,2 por cento de identidade de sequéncia com a MCP-1. A
faixa de atividades e o espectro do envolvimento dessas proteinas no meca-

nismo homeostatico e a patologia humanas ndo é tdo bem compreendido
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com relagcdo aos homélogos da MCP-1. Por exemplo, a MCP-2 (renomeada
como CCLS8) .é relacionada intimamente a MCP-1 e a MCP-3 (renomeada
como CCL7, Genbank NP_006264) e usa ambos os CCR1 e o CCR2B como
os seus receptores funcionais. A MCP-3 se liga a um receptor denominado
D6. A MCP-3 também se liga aos CCR10 e CCR1. A sequéncia da proteina
MCP-3 (97 aminoacidos) exibe 74 por cento de identidade com a MCP-1 e
58 por cento de homologia com a MCP-2. A MCP-3 secretada ¢ diferente da
MCP-1 em sendo N-glicosilada. A MCP-4 (renomeada como CCL13, Gen- -
bank NP_005399) compartilha em 56 a 61 por cento de identidade de se-
quéncia com as trés proteinas quimotaticas de mondcitos e € 60 por cento
idéntica com a Eotaxina-1. As funcbes da MCP-4 parecem ser altamente
similares com aquelas da MCP-3 e a Eotaxina. Tal como a MCP-3, a MCP-4
é um potente atrativo quimico para mondcitos e linfécitos T. Ela é inativa so-
bre os neutrofilos. Nos mondcitos o MCP-4 se liga aos receptores que reco- -
nhecem os receptores de MCP-1, MCP-3, RANTES (CCL5), e eotaxina (os

receptores CCR1 e CCR3) e exibem uma desensibilizagao cruzada total com

a eotaxina-1. A MCP-5 é quimiocina CC murina e é relacionada mais proxi-
mamente a MCP-1 humana (66% de identidade de aminoacidos), O simbolo
do gene para é MCP-5 é SCYA12 (renomeada CCL12). As células transfec-
tadas com o receptor da quimiocina CCR2 foram mostradas como respon-
dendo a MCP-5. Para informagdo geral sobre as citocinas e as quimiocinas
vide http://www.copewithcytokines'.de/cope.cgi, e para o sistema de classifi-

~cagao atual,Zlotnik A., Yoshie O. 2000 Chemokines: a new classification sys-

tem and their role in immunity._lmmunity 12:121 - 127.

A 125|-MCP-1 se liga a mondcitos e analise de grafico de Scat-
chard indicou que o0s mondcitos tém um minimo de ~ 1700 sitios de ligagao
por célula com um Kd de ~ 2 nM (Yoshimura e Leonard, 1990). Experimen-

tos posteriores de equilibrio de ligagdo com monécitos humanos revelaram a

‘preseng:a de aproximadamente 3000 sitios de ligagdo por célula com um Kd

de 0,77 nM (Ernst et al., 1994). A 125]-MCP-1 também demonstrou uma li-
gacdo de alta afinidade a células dEoL-3 expressando o receptor CCR2 um
valor de Kd de 0,4 nM (Sarau et al., 1997) confirmando a afinidade sub na-
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nomolar da MCP-1 ao seu receptor. Para a identificacdo das regides da
MCP-1 que entram em contato som o seu receptor CCR2, todos os residuos
com superficies expostas foram substituidos com alanina. Alguns residuos
também sofreram mutacdo para outros aminoacidos para a identificagéo da
importancia da carga, capacidade hidréfoba, ou aromatica em posicoes es-
pecificas. Dois aglomerados de residuos béasicos primarios (R24, K35, K38,
K49, e Y13), separados por um sulco ‘hidréfobo 35 A, reduziram o nivel de
ligagdo por de 15 a 100 vezes. Os dados sugerem um modelo no qual uma
grande area de superficie da MCP-1 entra em contato com o receptor, e 0
cumulo de uma quantidade de interagdes fracas resulta na afinidade 35 pM
observada com relagdo a proteina do ‘tipo'.natural (WT) (Hemmerich et alv.,
1999). A faixa de afinidades a partir de 2 nM para baixo até 35 mM na litera-
tura pode ser devido as an_élises usadas e as respectivas limitagoes das

analises.

Sao conhecidas outras proteinas com déterminada'homologia
funcional e de seqUénéia com .relagdo a MCP-1 humana. Especialmehte si-
milares a MCP-1 (GenBank NP_002973) sdao a MCP-2 (GenBank
NP_005614) e a eotaxina (GenBank P_51671); a MCP-2 que tem 61,8 por
cento e a eotaxina-1 que tem 63,2 por cento de identidade de seqiéncia
com a MCP-1. A faixa de atividades e o e‘spectro do envolvimento dessas
proteinas no mecanismo homeostatico e a patologia humanas nao € tao bem
compreendido.com relagdo aos homdlogos da MCP-1. Por exemplo, a MCP-
2 é relacionada intimamente a MCP-1 e a MCP-3 (Genbank NP_006264) e
usa ambos os CCR1 e o CCR2B como os seus receptores funcionais. A
MCP-3 se liga a um receptor denominado D6. A MCP-3 também se liga ao
CCR?10. A proteina MCP-3 (97 aminoéacidos) exibe 74 por cento de identida-
de com a MCP-1 e 58 por cento de homologia com a MCP-2. A MCP-3 se-
cretada é diferente da MCP-1 em sendo N-glicosilada. A MCP-4 (Genbank
NP_005399) compartilha em 56 a 61 por cento de identidade de sequéncia
com as trés proteinas quimotaticas de mondcitos e é 60 por cento idéntica
com a Eotaxina-1. As fungbes da MCP-4 parecem ser altamente similares

com aquelas da MCP-3 e a Eotaxina. Tal como a MCP-3, a MCP-4 € um po-
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tente atrativo quimico para mondcitos e linfécitos T. Ela € inativa sobre os
neutréfilos. Nos mondcitos o MCP-4 se liga aos receptores que reconhecem
MCP-1, MCP-3, BANTES (CCR2). Nos esindfilos 0 MCP-4 tem uma eficacia
e potencia similar como o MCP-3, RANTES e Eotaxina. O MCP-4 comparti-
lha receptores com a eotaxina (CCR1 e CCR3) uma desensibilizagao cruza- -
da total com a eotaxina-1.

Outros anticorpos capézes de se ligar a MCP-1 tem sido infor-
mados: a JP JP9067399 descreve um anﬁcorpo obtido a partir de células de - -
sangue isoladas e a JP05276986 descreve um hibridoma que secreta um
MCP-1 IgG anti-humano. Mais recentemente, anticorpos capazes de se ligar

a uma pluralidade de beta-quimiocinas incluindo a MCP-1 foram descritos

- (WO 03048083) e um anticorpo se ligando a MCP-1 que também se liga a

eotaxina (US 20040047860).
Por conseqiiéncia, existe uma necessidade de prover anticor-

pos especificos para a MCP-1 humana para uso em terapia para a diminui-

¢80 ou a eliminacgéo dos sintomas de doencgas dependentes da MCP-1, bem

como aperfeicoamento com relagdo a anticorpos conhecidos ou fragmentos
dos mesmos. '

Sumario da Invencéo }
A presente invengao proporciona anticorpos isolados anti MCP-1

humanos, de pnmatas roedores, mamiferos, quiméricos humanizados e/ou
enxertados CDR, e outras proteinas derivadas da |munoglobuhna fragmen-
tos, produtos de chvagem e outras partes especificas de variantes das mes-
mas, bem como composicdes de anticorpos anti MCP-1, acidos nucleicos
codificando ou complementares, vetores, células hospedeiras, composicoes,
formulacdes, dispositivos, ahimais transgénicos, plantas transgénicas e mé-
todos para a fabricagéo e utilizagdo dos mesmos, como descritos e possibili-
tados aqui, neste pedido de patente, em combinagéo com o que € conhecido
na técnica. Além das composigdes de anticorpos da invengdo como descri-
tas aqui, neste pedido de patente, o anticorpo da presente invencao é defini-
do através da sua afinidade com rela¢éo a MCP-1 humana, especificidade

com a MCP-1 humana, e a capacidade de bloquear a bioatividade da &
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MCP-1.
A presente invencdo também proporciona pelo menos um anti-
corpo anti MCP-1, tal como, porém nao limitados a pelo menos um anticor-

po, proteina de fusdo ou fragmentos de anticorpo, como descritos aqui, nes-

te pedido de patente. Um anticorpo de acordo com a presente invengao in-

clui qualquer proteina ou peptidio que contenha uma molécula que compre-
enda pelo menos uma parte de uma molécula de imunoglobulina, tal como,
porém ndo limitadas a, pelo menos um dominio de ligagdo com ligante, tal
como, porém nao limitado a, uma regido variavel de cadeia leve ou de ca-
deia pesada, uma regiao determinante complémentar (CDR) de uma cadeia
leve ou pesada ou uma parte de um ligante da mesma como provida na Ta-
bela 4A, B, D e E (SEQ ID NO: 6 a 26); e opcionalmente aséociada funcio-
nalmente com uma regiao de estrutura (como por exemplo, FR1, FR2, FR3,
FR4 ou um fragmento da mesma como descrito na Tabela 4C (SEQ ID NO:
2 a 5), também compreendendo opcionalmente pelo menos uma CH1, do-
bradica, CH2 ou CH3 de uma imunoglobulina humana. A pelo menos uma
sequiéncia de aminoacido de um anticorpo podem também compreender op-
cionalmente pelo menos uma substitui¢éo, inser¢é@o ou anulagdo especifica-
da como descrito aqui, neste pedido de patente ou como conhecido na téc-

nica.
Em uma modalidade, as partes de ligagdo ao ligante do anticor-

po compreendem as SEQ ID NO: 27  ou 28. Em um aspecto, a presente

invengdo proporciona pelo menos um anticorpo. anti MCP-1 isolado de ma-
mifero, que compreende pelo menos uma regiao variavel compréendendo as
SEQ ID NO: 27 ou 28.

Em outro aspecto, a presente invengao proporciona pelo menos
um anticorpo anti MCP-1 isolado de mamifero, compreendendo tanto (i) to-
das as regides determinantes complementares da cadeia pesada (CDR) das
seqliéncias de aminodacido das ID NOS: 6, 7 e 9; ou (ii) todas as seqUéncias
CDR de aminoéacido da cadeia leve das SEQ ID NOS: 13, 14 e 16.

A presente invengdo proporciona, em um aspecto, moléculas

isoladas de acido nucléico compreendendo, complementares ou se hibridi-
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zando a, um polinucleotidio que codifica anticorpos especificos anti MCP-1,
que compreendem pelo menos uma sequéncia especificada, parte de domi-
nio ou variante da mesma. A presente invengdo também proporciona vetores
recombinantes que compreendes as referidas moléculas do acido nucléico
do anticorpo anti MCP-1, bem como os métodos para a fabricagao e/ou a
utilizagdo de tais acidos nucléicos, vetores e/ou células hospedeiras do anti-
corpo. |

Pelo menos um anticorpo da invengéo se liga a pelo menos um
epitopo especificado, especifico para pelo menos uma proteina MCP-1 ou
variante ou derivado, tais como aqueles providos na SEQ ID NO: 1. Pelo
menos um epitopo pode compreender pelo menos uma regido de ligagao
com o anticorpo que compreende pelo menos uma parte da referida protei-
na, cujo epitopo é composto de preferéncia de pelo menos de 1 a5 aminoa-
cidos de pelo menos uma parte da mesma, tal como, porém néo limitado a -
um dominio citoplasmatico ou externo funcional, extracelular, soluvel, hidréfi-
lo da referida proteina, ou de qualquér parte da mesma.

Pelo menos um anticorpo pode compreender, opcionalmente
pelo menos uma parte especificada de pelo menos uma regiao determinante
complementar'(CDR),(como por exemplo, CDR1, CDR2 ou CDR3 da regiao
variavel da cadeia pesada ou leve providas como as SEQ ID NOS: 27 e 28,
respectivamente) provida como as SEQ ID NOS: 6, 7, 9, 13, 14 e 16; e op-
cionalmente ainda compreendendo pelo menos uma regido de estrutura
constante ou variavel ou qualquer parte da mesma, em que 0 anticorpo blo-
queia, inibe ou impede pelo menos uma atividade, tal como, porém nao limi-
tada a ligacdo da MCP-1 ao receptor sobre as superficies das células, inter--
nalizagéao do receptor CCR?, mobilizagdo de Ca2+ estimulada pela MCP-1,
ou qualquer dutro ensaio conhecido adequado da MCP-1. Um anticorpo anti
MCP-1 pode dessa forma ser varrido com relagédo a uma atividade corres-
pondente de acordo com métodos conhecidos, tais como, porém nao limita-
dos a, pelo menos uma atividade biolégica direcionada a uma proteina MCP-

1.
A presente invengdo também proporciona pelo menos um anti-
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corpo antiidiotipo de MCP-1 com relagdo a pelo menos um anticorpo MCP-1

da presente invencdo. O anticorpo antiidiotipo inclui qualquer proteina ou

peptidio que contenha uma molécula que compreenda pelo menos uma par-

te de uma molécula de imunoglobulina, tal como, porém néo limitada a pelo

‘'menos uma parte de um ligante (LBP), tal como, porém nao limitada a uma

regido determinante complementar (CFR) de uma cadeia pesada ou leve, ou
um ligante de ligando a uma parte da mesma, uma regiao variavel de uma
cadeia pesada ou leve, uma regido constante de uma cadeia pesada ou le-
ve, uma regiao de estrutura, ou qualquer parte das mesmas que possa ser
incorporada dentro o anticorpo antiidiotipo da presente invengdo. Um anti-
corpo antiidiotipo da invencéo pode incluir ou ser derivado a partir de qual-
quer mamifero, tal como, porém né&o limitado a um'ser humano, um camun-
dongo um coelho, um rato, um roedor, um primata e os similares.

A presente inveng&o proporciona, em um aspecto moléculas de
acido nucléico isoladas compreendendo complementares, ou se hlbndlzando
a um polinucleotidio cddificando pelo menos um anticorpo MCP-1 antiidioti- |
po, compreendendo pelo menos uma seqiéncia, dominio, parte ou variante
especificada do mesmo. A presente invengao ainda proporciona vetores re-
combinantes compreendendo os referidos anticorpos MCP-1 antiidiotipo,
codificando moléculas de &acido nucléico, células hospedeiras que conte-
nham esses acidos nucléicos e/ou vetores recombinantes, bem como méto-
dos para a fabricacdo e/ou utilizagao de tais acidos nucléicos, vetores.e/ou
células hospedeiras de anticorpos antiidiotipo.

A presente invengdo também prové pelo menos um método para
expressar pelo menos um anticorpo anti MCP-1 ou um anticorpo MCP-1 anti- -
idiotipo, em uma célula hospedeira, compreendendo cultivar uma célula hos-
pedeira como descrito aqui, neste pedido de patente sob condicoes nas
quais pelo menos um anticorpo anti MCP-1 seja expresso em quantidades
detectaveis e/ou recuperaveis.

A presente invencdo também prové pelo menos Uma composi-
cao compreendendo (a) um anticorpo anti MCP-1 isolado codificando acido

nucléico e/ou um anticorpo como descrito aqui, neste pedido de patente; e
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(b) um veiculo ou diluente adequado. O veiculo ou diluente pode ser opcio-
nalmente farmaceuticamente aceitavel, de acordo com veiculos ou diluentes
conhecidos. A composigdo pode opcionalmente compreender também pelo
menos um outro composto, proteina ou composi¢éo.

A presente invengdo também proporciona pelo menos um méto-
do ou composicdo de anticorpo anti MCP-1, para administracao de uma
guantidade terapeuticamente eficaz para a modulacdo ou o tratamento de
pelo menos uma condicao relacionada cdm a MCP-1 em uma célula, tecido, .
orgdo, animal ou paciente e/ou, antes de, em seguida a, ou durante uma
condicdo relacionada, como conhecido na técnica, e/ou como desctito aqui,
neste pedido de patente.

A presente invengdo também proporcibna pelo menos uma
composicéo, dispositivo e/ou método para o suprimento de uma quantidade

~ terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de pelo menos um anticorpo anti

MCP-1, de acordo dom a presente invengao.

A presente invengdo também proporciona pelo menos um méto-
do ou composicdo de anticorpo anti MCP-1, para diagnosticar pelo menos
uma condi¢do relacionada com a MCP-1 em uma célula, tecido, 6rgéo, ani-
mal ou pacien‘te e/ou, antes de, em seguida a, ou durante uma condigéo re-
lacionada, como conhecida na técnica e/ou como descrita aqui, neste pedido
de patente. - .
A presente invengdo também proporciona pelo menos uma
composicdo, dispositivo e/ou método de suprimento para o diagndstico de
pelo menos um anticorpo anti MCP-1, de acordo com a presente invengao.

Em um aspecto a presente invengéo proporciona pelo menos um:

anticorpo anti MCP-1 isolado de mamifero, compreendendo pelo menos uma

regido variavel compreendendo as SEQ ID NOS: 27 ou 28.

Em um aspecto, a presente inveng@o proporciona pelo menos
um anticorpo anti MCP-1 isolado de mamifero, compreendendo tanto
(i)todas as sequiéncias de aminoacido das regioes determinantes comple-
mentares da cadeia pesada (CDR) das SEQ ID NOS: 6, 7 e 8 ou 9; com o (ii)
todas as seqiéncias de aminoacido CDR da cadeia leve das SEQ ID NOS:
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13, 14 e 15 ou 16.
Em outro, aspecto a presente invengao proporciona pelo menos

‘um anticorpo anti MCP-1 isolado de mamifero, compreendendo pelo menos

uma de (i) todas as sequéncias de aminoacido das regides determinantes
complementares da cadeia pesada (CDR) das SEQ ID NOS: 6,7 e 8 ou 9;
como (i) todas as sequéncias de aminoacido CDR da cadeia leve das SEQ
ID NOS: 13, 14 e 15 ou 16. | )

Pelo menos um anticorpo pode opcionalmente adicionar pelo
menos um de: ligar a MCP-1 com uma afinidade de pelo menos uma sele-
cionada a partir de pelo menos 10'° M, pelo menos 10" M, ou pelo menos
107'2 M: neutralizar substancialmente pelo menos uma atividade de pelo mé-
nos uma proteina MCP-1. Também é provido um acido nucléico isolado que
codifica pelo menos um anticorpo isolado MCP-1 de mamifero; um vetor iso-
lado de &cido nucléico compreendendo o &cido nucléico isolado, e/ou uma
célula hospedeira procaritica ou eucaridtica que corhpreenda o acido nu-
cléico isolado. A célula 'hospedeira pode opciohalmente ser pelo menoé uma
selecionada a partir de NSO, COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-
1, Hep G2, YB2/0, SP2/0, HelLa, células de mieloma ou de linfoma, ou qual-
quer célula derivada, imortalizada das mesmas. Também é provido um mé-
todo para a produgdo de pelo menos um anticorpo ant MCP-1‘ compreen-
dendo a translagdo do &cido nucléico codificando o anticorpo sob condigbes
in vitro, in vivo ou in situ, de tal forma que o anticorpo MCP-1 seja expresso
em quantidades detectéveis e recuperaveis.

Também é provida uma composi¢cao cOmpreendendo pelo me-
nos um anticorpo anti MCP-1 isolado de mafnifero e pelo menos um veiculo
ou dlluente farmaceuticamente aceitavel.

Também é provido um método para o dlagnostlco ou o tratamen-
to de uma condigdo relacionada com a MCP-1 em uma cé¢lula, tecido, 6rgao
ou animal, compreendendo (a) por em contato ou administrar uma composi-
cdo compreendendo uma quantidade eficaz de pelo menos anticorpo anti

MCP-1 isolado de mamifero da invengdo, com ou para a célula, tecido, or-

gao ou animal.
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Também é provido um dispositivo médico, compreendendo pelo
menos um anticorpo anti MCP-1 isolado de mamifero da invengao, em que o
dispositivo é adequado para por em contato ou administrar pelo menos um
anticorpo MCP-1 através de pelo menos um modo selecionado a partir de
parenteral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intra-articular, intrabron-
quica, intra-abdominal, intracapsular, intracartilagenosa, intracavitaria, intra-
célica, intra-cerebelar,. intracérebrb-ventricular, intracélica, intracervical, in-
tragastrica, intra-hepatica, intra miocérdicé, intra-0ssea, intrapélvica, intrape- .
ricardica, intraperité'nial, intrapleuial, intraprostética, intrapulmonar, intra-
retal, intra-renal, intra-retina, intra-espinhal, intra-sinovial, intratoracica, intra-
uterina, intravesical, intralesional, bolus, vaginal, retal, bucal, sublingual, in-
tranasal ou transdérmica.
| Também é provido um artigo de fabricagdo para uso farmacéuti-
co ou diagnéstico humano, compreendendo material de embalagem e um -

recipiente compreendendo uma solugdo, particulada ou uma forma liofilizada

de pelo menos um anticorpo anti MCP isolado de mamifero da presente in-

vengao.

Também é provido um método para a produgédo de pelo menos
um anticorpo anti MCP isolado de mamifero da presente invengdo, compre-
endendo prover uma célula hospedeira ou um animal transgénico ou planta
ou célula de planta transgénica capaz de expressar 0 anticorpo em quanti-
dades recuperaveis. Também é provido- na presente invengao pelo menos
um anticorpo anti MCP-1 produzido através do método acima.‘

A presente invengdo prové ainda qualquer invengao descrita a-
qui, neste pedido de patente.
Breve Descri¢cdo da Relagéb de Sequéncias

SEQ ID NO: Descrigao
1 MCP-1 humano (CCL2) e variantes usadas para selecionar os
ligantes anti-MCP-1
2 VH1A sequéncia varidvel de cadeia pesada: FR1, CDR1,
. FR2, variantes DR2, FR3, CDRS3, FR4
3 VH3 sequéncia variavel de cadeia pesada: FR1, CDR1, FR2,
variantes CDR2, FR3, CDRS3, FR4
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SEQ ID NO: Descricao

4 Kappa3 seqiiéncia variavel de cadeia leve: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, variantes CDR3, FR4

5 Lambda3 seqiiéncia variavel de cadeia leve: FR1, CDR1

FR2, CDR2, FR3, variantes CDR3, FR4

6 VH1A CDR1 Todo MOR03471

7 VH1A CDR2 3781, 3790, CNTO 888

8 VH1A CDR2 3899

9 VH1A CDR3 Todo MOR03471

10 VH3 CDR1 Toda MOR03548

11 VH3 CDR2 3744, 3747

12 VH3 CDR3 Todo MOR03548

13 Kappa3 CDR1 Todo MOR03471

14 Kappa3 CDR2 Todo MOR03471

15 Kappa3 CDR3 3781 _

16 Kappa3 CDR3 3790, CNTO888

17 Kappa3 CDR3 3899

18 Lambda3 CDR1 Todo MOR03548

19 Lambda3 CDR2 Todo MOR03548

20 Lambda3 CDR3 3744

21 Lambda3 CDR3 3747

22 VH1A Variantes CDR2

23 VH3 Variantes CDR2

24 Lk Variantes CDR3

25 LA Variantes CDR3

26 HC Variantes CDR1

27 CNTO888 Regido Variavel de Cadeia Pesada

28 CNTO888 Regido Variavel de Cadeia Leve

Descricao Detalhada da Invencao

A presente invengdo proporciona pelo menos um anticorpo puri-
ficado, isolado, recombinante e/ou sintético anti MCP-1 humana, primata,
roedor, mamifero, quimérica, humanizada, manipulada ou enxertada CDR,

anticorpos e anticorpos MCP-1 antiidiotipo dos mesmos, bem como compo-

sicdes e codificando moléculas de acido nucléico, compreendendo pelo me-
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nos um polinucleotidio codificando pelo menos um anticorpo anti MCP-1 ou
um anticorpov antiidiotipo. A presente invengdo também inclui, porém nao
esta limitada a, métodos para a fabricagdo e a utilizagéo de tais acidos nu-
cléicos e anticorpos e anticorpos antiidiotipos, incluindo composigdes, meto-
dos e dispositivos diagndsticos e terapéuticos. |
Citagdes: Todas as publicagdes ou patentes citadas aqui, neste
pedido de patente estdo inteiramente incorporadas por referéncia aqui, neste
pedido de patente na medida em que elas mostrem o estado da técnica no -
tempo da presente invengdo e/ou para prover descrigdes e modalidades da
presente invengéo. As publica¢cdes referentes a quaisquer publicagdes cienti-
ficas ou de patentes, ou qualquer outra informacgéo disponivel em qualquer
formato de midia, incluindo todos os formatos gravados, eletronicos ou im-
pressos. As referéncia que se seguem ficam inteiramente incorporadas aqui,
neste pedido de patente por referéncia: Ausubel, et al., ed., Current Proto-
cols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1987-2004);

‘Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2" Edition, Cold

Spring Harbor, NY (1989); Harlow and Lane, antibodies, a Laboratory Manu-
al, Cold Spring Harbor, NY (1989); Colligan, et al., eds., Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2004);.Colligan et al., Cur-
rent Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2004).
Abreviaturas: ' _

aa: aminoacido; BSA: albumina de soro bovino; CDR: regibes complementa-
res-determinantes; ECL: luminescéncia quimica-elétrica; HUCAL®: Human
Combinatorial Antibody Library; HSA:' albumina do soro humano; MCP-1:
proteina quimioatrativa de mdnécitos-1; 1g: Imunoglobulina; IPTG: isopropil
B-D-tiogalactosidio; mAb: ahticorpo monoclonico; PBS: solugdo salina tam-

ponada com fosfato, pH 7,4: SET: titulagdo de equilibrio de solugéo;

VH:regido variavel de cadeia pesada da imunoglobulina; VL: regido variavel
de cadeia leve da imunoglobulina.
Definicdes

| Na forma usada aqui, neste pedido de patente, um "anticorpo
anti MCP-1", "parte de um anticorpo anti MCP-1", ou "fragmento de um anti-
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corpo anti MCP-1", e/ou "variante de um anticorpo anti MCP-1", e os simila-
res incluem qualquer proteina ou peptidio contendo uma molécula que com-
preenda pelo menos uma parte de uma molecula de imunoglobulina, tal co-
mo, porém nao limitadas a uma regido determinante complementar (CDR)
de uma cadeia pesada ou leve ou um ligante Iigahdo partes das mesmas,
uma regido variavel de uma cadeia pesada ou leve, uma regiao constante de
uma cadeia pesada ou leve, uma regiéo de estrutura, ou qualquer parte das
mesmas, ou pelo menos uma parte de um receptor ou proteina de ligacao de
MCP-1, que possa ser incorporada dentro de um anticorpo da presente in-
vencdo. Esse anticorpo opcionalmente também efetua um ligante especifico,
tal como, porém nao limitado a quando esse anticorpo modula, diminui, au-
menta, antagoniza, migra, alivia, bloqueia, inibe, anula e/ou interfere com
pelo menos uma atividade ou Ilgagao de MCP-1, ou com a atlwdade ou liga-
¢ao do receptor MCP 1, in vitro, in situ e/ou in vivo. Como um exemplo nao
limitativo, um anticorpo anti MCP-1 adequado, parte especificada ou variante
da presente invengéao pode se ligar a pelo menos uma MCP-1 ou partes es-
pecificadas, variantes ou dominios da mesma.

Na forma usada aqui, neste pedido de patente "epitopo” significa
um segmento ou uma caracteristica de uma proteina capaz de ligagéo espe-
cifica a um anticorpo. Os epitopos consistem usuaimente em 'agrupamentos
de moléculas de superficie quimicamente ativa tais como aminoécidos ou
cadeias laterais de aglicar e usualmente tem caracteristicas estruturais de
trés dimensdes, bem como caracteristicas especificas de carga. Os epitopos
de conformagéo e de nao conformagao sao distinguidos em que a ligacao ao
anterior porém ndo o anterior, ¢ perdida na presenga de solventes de desna-
turagdo. Os epitopos de proteinas que resultam a partir da dobragem de
conformagéo da molécula do MCP-1 que aparecém quando aminoacidos a
partir de partes que diferem da sequéncia linear da molécula de MCP-1 fi-
cam juntas em proximidade intima em espago tridimensional sao incluidas.

Por "MCP-1" é significada uma sequéncia de 76 aminoacidos,
referénciada no nimero de acesso NP_002973 registrado no NCBI e de mo-

do variado conhecida como MCP (proteina quimiotatica de mondcito), SMC-
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CF (fator quimiotatico de células da musculatura lisa), LDCF (fator quimiota-
tico derivado de linfécito), GDCF (fator quimiotatico de mondcito derivado de
glioma), TDCF (fatores quimiotaticos derivados de tumor), HC11 (citocina 11
humana), MCAF ( mondécito quimiotatico e fator de ativagao). O simbolo do
gene é SCYA2, O gene JE no cromossomo humano 17, e a nova designa-
cdo é CCL2 (Zlotnik, Yoshie 2000, Immunity 12: 121 a 127). O JE é 0 homé-
logo de camundongo de MCP-1/CCL2 humano.

Na forma usada aqui, neste p'edido de patente, a expressao "an-
ticorpo humano" se refere a um anticorpo no qual substancialmente cada
parte da proteina (como por exemplo, CDR, estrutura, dominios C, Cn (co-
mo por exemplo, Cu1, Cn2, Cn3,), dobradica (Vi, Vi)0, é derivado a partir de
eventos de recombinacédo de seqléncias de gene da linha de germe da imu-
noglobulina humana ou a partir de seqiiéncias maduras de anticorpo huma-
no. Além dos anticorpos humanos isolados, esses anticorpos podem ser ob- -

tidos através da imunizacdo de camundongos transgénicos capazes de mon-

‘tar uma resposta de imunizagé@o com os genes da linha de germe da imuno-

globulina humana (Lonberg et al., Int Rev Immunol 13(1):65-93 (1995) e Fi-
shwald et al., Nat Biotechnol 14(7):845-851 (1996)) ou podem ser seleciona-
dos a partir de uma colecdo de repertério de anticorpos humanos tais como
descritas aqui, neste pedido de patente. Uma fonte dessas seqléncias de
gene humano pode ser encontrada em qualquer cole¢do adequada tal como'
a VBASE. urﬁa base de dados de genes de anticorpos humanos (http://www.
mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc) ou produtos traduzidos da mesma ou em .

http://people.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/ que da anticorpos humanos classifi-

cados em bases de agrupamento em-suas similaridades de seqliéncia de-
aminoécido. Com o ambito desta definicdo também s&o os anticorpos com-

p6sitos ou fragmentos funcionais de um anticorpo compésito humano que

inclua regides de estrutura a partir de uma ou mais sequéncias de anticorpos

humanos e regides CDR a partir de duas fontes humanas ou nao humanas.

Dentro da definicao de "anticorpo humano" esta um anticorpo composito ou
fragmehto funcional de um anticorpo Compésito humano que contenha regi-

des de estrutura a partir da linha de germes e das sequéncias de anticorpo
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humano rearranjadas e regides CDR de duas fontes diferentes de anticor-
pos. Um anticorpo humano compdsito ou um fragmento funcional de um an-
ticorpo humano compdsito de acordo com esta descrigao inclui regides de
estrutura a partir de um ou mais sequéncias de anticorpos humanos, e regi-
des CDR derivadas a partir de seqiiéncias de anticorpos humanos ou nao
humanos ou pode ser totalmente sintética. Desse modo, um anticorpo hu-
mano é diferente de um anticorpo quimérico ou humanizado. E mostrado
que um anticorpo humano pode ser produzido a partir de um animal nao
humano ou de célula procariética ou eucariética que seja capaz de expr’es‘-
sar genes de imunoglobulina humana funcionalmente rearranjada (como por
exemplo, de cadeia pesada e/ou cadeia Iex)e). Além disso, quando um anti-
corpo humano é um anticorpo de cadeia unica, ele pode compreender um
peptidio de ligacdo que n&o seja encontrado em anticorpos humanos natu-
rais. Por exemplo, um Fv pode compreender um peptidio de ligagao, tal co-
mo de dois até cerca de oito residuos de glicina ou de outro amindécido, que
se conecta a regido variavel da cadeia pesada e a regido variavel da cadeia
leve. Esses peptidios de ligagdo sdo considerados como sendo de origem'
humana. -
Formas "humanizadas" de anticorpos ndo humanos (como por
exempld, murinos) sdo anticorpos quiméricos que tiveram partés da sequén-
cia, que foram derivadas a partir de imunoglobulina ndo humana substanci-
almente substituidas. Em sua maior parte, os anticorpos humanizados sao
imunoglobulina humana (anticorpo recebedor) na qual os residuos da CDR
(regides determinantes complementares que também sao conhecidas como
as regioes hipervariéveis) do recebedor sdo substituidos por residuos CDR"
de uma espécie ndo humana (anticorpo doador), tais como camundongo,
rato, coelho ou primata nao humano que tenham a especificidade, afinidade
e capacidade desejadas. Em alguns casos, os residuos da regiao de estrutu- .
ra (FR) da imunoglobulina humana s&o substituidos pelos residuos nao hu-
manos correspondentes. Além desses, os anticorpos humanizados podem
compreender residuos que ndo sao encontrados no anticorpo recebedor ou

no anticorpo doador. Essas modificagdes sao feitas para refinar ainda mais o
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desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado ira compreen-
der substancialmente todos de pelo menos um, e tipicamente dois,dominios
varidveis, nos quais todas ou substancialmente todas as regides hipervaria-
veis correspondem aquelas de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou
substancialmente todas das FR sdo aquelas de uma seqiéncia de imuno-
globulina humana. O anticorpo humanizado opcionalmente também ira com-
preender pelo menos uma parte de uma regido constante da imunoglobulina
(Fe), tipicamente aquela de uma imunogl'obulina IgG humana. Para maiores
detalhes, vide Jones et al., Nature 321: 522 a 525 (1986); ReiReichmann et
al., Nature 332: 323 a 329 (1988); e Presta, Curr. Op. StrStruct. Biol. 2: 593 a
596 (1992).

Na forma usada aqui, neste pedido de patente, o Kd de um anti-
corpo se refere a constante de dissociagao, KD do anticorpo com relagao a
um antigeno predeterminado e é uma medida da afinidade do ahticorpo com

relacdo a um alvo especifico. Os anticorpos de alta afinidade tem um Kp de

10'® M ou menos, de mais preferéncia de 10° M ou mesmo e ainda de mais

preferéncia de 107" M ou menos, com relagdo a um antigeno predetermina-
do. O termo "Kgi" ou "Kp" ou "Kd" na forma usada aqui, neste pedido de pa-
tente é destin‘ado a se referir a taxa de dissociagdo especifica de um anti-
corpo-antigeno. O "Kp", é a proporgdo de dissociagéo (kz), também chama-
da de "(Ko) fora de taxa, com relagéo a taxa de associa¢do K1). Desse mo-
do a Kp se iguala e ko/ki ou kei/kon € é expressa como uma concentra¢éo
molar (M). Se segue que quanto menor a Kp mais forte a ligagdo. Desse
modo uma Kp de 10° M (ou» 1 micro M) indica uma liga¢ao fraca quando
comparada a 10° M (ou 1 nM).

Na forma usada aqui, neste pedido de patente, as expressoes
"especificidade para" e "ligagdo especifica" e "se liga especificamente” se
refere a um anticorpo se ligando a um antigeno predeterminado com uma
afinidade maior do que a outros antigenos ou proteinas.ATipicamente, o anti-
corpo se liga a uma constante de dissociag¢éo (Kp) de 107 M ou menos, e se
liga ao antigeno predeterminado com uma Kp que é de pelo menos duas

vezes menos do que o seu Kp para a ligagdo a um antigeno néo especifico
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(como por exemplo, BSA, caseina, ou qualquer outro polipeptidio especifi-
cado) que nao o antigeno predeterminado. As frases "um anticorpo reconhe-
cendo um antigeno" e "um anticorpo especifico com relagéo a um antigeno”
sdo usadas de forma intercambiavel aqui, neste pedido de patente com a
frase "um anticorpo que se liga especificamente a um antigeno” ou "um anti-
corpo especifico para um antigeno", como por exemplo, um anticorpo espe-
cifico para MCP-1.

1. Preparacéo de Anticorpos da Invencéo.

A preparagdo de anticorpos humanos que sejam especificds

com relagdo & proteina humana MCP-1 ou fragmentos da mesma (incluindo

moléculas sintéticas, tais como peptidios sintéticos) pode ser realizada com

a utilizacao de qualquer técnica adequada conhecida na area. Os anticorpos
humanos podem ser produzidos com a utilizacdo de diversas técnicas co-
nhecidas na area. Em uma modalidade, o anticorpo humano é selecionado a
partir de uma colegdo de fagos, em que a colegéo de fagos expressa anti-
corpos -humanos (Vaughan et lo al. Nature Biotechnology 14: 309 a 314
(1996): Sheets et al. PITAS (USA) 95: 6157 a 6162 (1998)); Hoogenboom
and Winter, J. Mol. Biol., 227 :381 (1991); Marks et al.' J. Mol. Biol., 222: 581
(1991)).

‘Os anticorpos humanos também podem ser feitos através da

introdugao de locais da imunoglobulina humana dentro de animais transgé-

nicos, como por exemplo, camundongos nos quais os genes endogenos da

imunoglobulina tenham sido parcialmente inativados. Por exemplo,um ca-
mundongo transgénico, compreendendo um transgene de cadeia pesada de
imunoglobulina humana rearranjada de forma funcional e um transgene
compreendendo DNA a partir de um lécus de uma cadeia leve de imunoglo-
bulina humana que possa ser submetido a um rearranjo funcional, pode ser
imunizado com uma MCP-1 humana ou um fragmento da mesma para pro-
vocar a producéo dos anticorpos. Se desejado, as células produtoras de an-
ticorpo podem ser isoladas e hibridomas ou outras células de produgao de
anticorpo imortalizadas podem. ser preparadas como descrito aqui, neste

pedido de patente na forma conhecida na técnica. Alternativamente, o anti-
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corpo, parte especificada ou variante pode ser expresso com a utilizacao de
acido nucléico codificante ou uma parte do mesmo em uma célula hospedei-
ra adequada.

Quando confrontada com um antigeno apropriado, a produgao
de anticorpo humano é observada, que se parece intimamente com aquela
observada em seres humanos em todos os sentidos, incluindo o rearranjo
dos genes, montagem e repertério de anticorpos. Essa abordagem esta des-
crita, por exemplo, nas Patentes U. S. NQS 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126: 5.633.425; 5.661.016, e nas seguintes publicagdes cientificas:
Marks et al., Bio/Technology 10: 779 a 783 (1992); Lonberg et al., Nature
368: 856 a 859 (1994); Morrison, Nature 368: 812 a 3 (1994); Fishwild et al.,
Nature Biotechnology 14: 845 a 51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology
14: 826 (1996); Lonberg and Huezar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65 a 93
(1995). o
Alternativamente, o anticorpo humano pode ser preparado atra-

vés da imortalizacdo de linfécitos B humanos produzindo um anticorpo dire-

- cionado contra um antigen-alvo (tais linfocitos B podem ser recuperados a

partir de um individuo ou podem ter sido imunizados in vitro). Vide, por e-
xemplo, Cole .et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol., 147 (1): 86 a 95 (1991); e a
Patente U.S. N2 5.750.373. As células que produzem anticorpo também po-

dem ser obtidas a partir do sangue periférico ou, de preferéncia no bago os

nos nodos linfaticos de seres humanos ou de animais adequados que te-

nham sido imunizados com o antigeno de interesse. Qualquer outra célula
hospedeira adequada também pode ser usada para a expressao de um aci- -

do nucléico heterélogo ou endégeno que codifica um anticorpo, fragmento

“ou variante especificado do mesmo, da presente invengdo. As celulas fundi-

das (hibridomas) ou células recombinantes podem ser isoladas com a utili-
zacdo de condigdes de cultura seletiva ou outros métodos adequados co-
nhecidos e clonadas dilui¢éo limitativa ou escolha de células, ou outros mé-
todos conhecidos. As células que prodUzem anticorpos com a especificidade
desejada podem ser selecionadas através de uma andlise adequada (por
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exemplo, ELISA).

Em uma abordagem, é produzido um hibridoma através da fusao
de uma linha de células imortais (por exemplo, uma linha de células de mie-
loma tal como, porém nao limitadas a Sp2/0, Sp2/0-AG14, NSO, NS1, NS2,
AE-1, L.5, >243, P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2 SAS,
U937, MLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI,
NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A), ou similares, ou hete-
romielomas ou produtos de fusdo das mesmas, ou qualquer célula ou ‘célula
de fusdo derivada das mesmas, ou de qualquer outra linha de células co-
nhecidas na técnica. Vide, por exemplo, www.atcc.org; www.lifetech.com; e
os similares, com células de produgéo de 'anticorpos tais como, pdem. ndo
limitadas a células isoladas ou clonadas do bago;‘sangue periférico, linfa,
amidalas ou outras células inumes ou células B que contenham células ou
outras células expressando sequéncias de cadeia pesada ou leve, constan-
tes ou variaveis ou de estrutura ou de CDR, tanto os acidos nucléicos endo-
genos ou heterélogos como recombinantes ou enddgenos, virdticas, bacteri-
anas, de algas, procariéticas, de ahfibios, insetos, répteis, peixes, de mami-
feros, roedores, equinas, ovinas, de cabras, ovelhas, primatas, eucariéticas,
DNA genomlco cDNA, rDNA, DNA ou RNA mitrocondico, DNA ou RNA clo-
roplastico, hRNA, mRNA, tRNA, de filamento unico, duplo ou triplo, hibridi-

zada e os similares ou qualsquer combinacbes das mesmas. Vide, por e-

xemplo, Ausubel, supra e Colligan Immunology, supra, capitulo 2, inteira-
mente incorporados aqui, neste pedido de patente por referéncia.

Os anticorpos humanos que se ligam a COM-1 humana e que
compreendem uma regido varidvel de cadeia pesada ou de cadeia leve po-
dem ser preparados com a utilizagdo de métodos adequados, tais como exi-
bicdo de fase (Katsube, Y., et al., Int J Mol. Med, 1(5): 863 a 868 (1998)).
Outros métodos adequados para a produgdo ou isolamento de anticorpos da
especificidade exigida podem ser usados, incluindo, porém nao limitados a,
métodos que selecionam um anticorpo recombinante a partir de uma colegao
de peptidio ou de proteinas (como por exemplo, porém nao limitados a, um
bacteriéfago, ribossomo, oligonucleotidio, RNA, cDNA ou similares, colegao
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de exibicdo; por exemplo, como as disponiveis a partir de Cambridge anti-
body Technologies, Cambridgeshire, UK; MorphoSys, Martinsreid/Planegg,
DE; Biovation, Aberdeen, Scotland, UK; Biolnvent, Lund, Suécia; Dyax
Corp., Enzon, Affymax/Biosite; Xoma, Berkeley, CA; Ixsys. Vide, por exem-
plo as EP 368.684. PCT/GB91/01134; PCT/GB92/01755;
PCT/GB92/002240; PCT/GB92/00883; PCT/GB93/00605; US
08/350260(5/12/94); PCT/GB94/01422; PCT/GB94/02662;
PCT/GB97/01835; (CAT/MRC); WO 90/14443; WO 90/14424; WO 90/14430; -
PCT/US94/1234; WO 92/18619; WO 96/07754; (Scripps); WO 96/13583.
WO 97/08320 (MorphoSys); WO 95/16027 (Biolnvent); WO 88/06630; WO
90/3809 (Dyax); US 4.704.692 (Enzon); PCT/US91/02989 (Affymax); WO
89/06283; EP 371 998; EP 550 400; (Xoma); EP 229 046; PCT/US91/07149
(Ixsys); ou peptidios ou proteinas gerados "estocasticamente” - U. S.
5723323, 5763192, 5814476, 5817483, 5824514, 5976862, WO 86/05803,
EP 590 689 (Ixsys, adora Applied Molecular Evolution (AME), cada uma in-

‘corporada em sua totalidade aqui, neste pedido de patente por referéncia)

ou que se apdia sobre a imunizagdo de animais transgénicos (vide, por e-
xemplo, SCID mice, Nguyen et al., Microbiol. Immunol. 41: 901a 907 (1997);
Sandhu et al., 'Crit. Rev. Biotechnol. 16: 95 a 118 (1996); Eren et al., Immu-
nol. 93:154 a 161 (1998), cada uma das quais é incorporada em sua totali-
dade aqui, neste pedido de patente por referéncia.

Modalidade Especifica.

As requerentes exemplificaram um método paraAselecionar e
fabricar anticorpos humanos com as desejadas afinidade, especificidade e
bioatividade direcionadas a MCP-1 humana iniciando a partir de uma cole--
cdo Fab de fago de exibigéo humano. Em resumo, a partir de todas as 10
selegdes ("pannings”) iniciais foram examinados 17.856 clones que levaram
a 1104 achados primarios e finalmente a 46 Fabs unicos.

Com a finalidade de prover um ligante unico que exemplificasse
uma capacidade de retengéo do antigeno de se ligar a receptores MCP-1 de
ocorréncia natural, o MCP-1 humano e seus analogos ou "miteinas" foram
quimicamente sintetizados e modificados para usos especificos em ensaios
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" de selecdo, afinidade e bioldgicos. O MCP-1-lle*' e o MCP-1Tyr*® humano
foram usados na selegéo de fase sdlida inicial bem como em outros aspec-

“tos das analises de selecdo do anticorpo e afinidade de maturacéo e descri-

tos aqui, neste pedido de patente, como foram as versoes biotiniladas a mu-
teina MCP-1: lle41, Lys(Biotin-PEG4)®*) e (ne41, Lys(Biotin-PEG4)” (SEQ ID
NO: 1). | -

Devido a que nenhum dos 26 Fabs unicos tinha uma afinidade

medida como Kp < 0,5 nM ou os valores ICs, desejados nas bioanalises es-

pecificadas, a maturagéo foi essencial. Os candidatos com relagao a matu-
racdo da afinidade foram selecionados e as respectivas IgG foram anélisa-
das em paralelo ao processo de maturagéo. Os critérios de selegéo foram: 1)
a atividade na anélise de ligacao do receptor em célula inteira, 2) a atividade
na anélisé de mobilizacéo do célcio, 3) a afinidade ao MCP-1 humano, 4) a
espe'cvific'idade com relagdo ao MCP-1 humano, e 5) a aﬁnidade com relagdo
ao MCP-1 "cyno" € a ligagéao ao M'CP-1 natural. |

As medicbes de afinidade "Biacore" no modo de captura da Fab
com o MCP-1 em solugdo funcionou bem com relagéo a claséificagéo dos
candidatos a maturacdo e as afinidades ficaram na faixa de 49 a 406 nM. O
melhor Fab de origem mostrou uma afinidade de 50 nM, indicando que a
afinidade'tinha de ser otimizada pelo menos 100 vezes para alCangar o crité-
rio de sucesso da afinidade. Além disso, é ligacao com o MCP-1 de macacos

cynomolgus e ao MCP-1 humano natural pode ser detectada no modo de

captura do Fab, _que'foi um pré-requisito adicional para a maturagéo. As afi-
nidades com o MCP-1 do macaco cynomolgus estiveram na mesma faixa

como para o0 MCP-1 humano. Devido as modificagdes potenciais, como por

. exemplo, a glicosilacdo, teve que ser mostrado que 0s anticorpos nao so-

mente reconhecem o COM-1 recombinante ou sintético porém também o
MCP-1 original que foi eXpresso de forma enddgena e purificado a partir do
sobrenadante de células PANC-1 humanas. '

A especificidade com relagdo ao MCP-1 _humano foi medida no
modo de captura do anticorpo em Biacore com a adi¢do de 100 nM de cada

cimocina e detectando o sinal de ligacao, A maioria dos candidatos Fab a
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maturacdo foram especificos, enquanto que uma dupla mostrou um pouco
de reatividade cruzada a quimiocinas homologas.

Uma caracteristica muito importante do Fab foi a atividade de
neutralizacdo e diversos ensaios diferentes foram feitos para a analise desta
atividade. O ensaio e andlise de células '?°l MCP-1 THP-1 foi a andlise mais
sensivel, o que foi especialmente importante depois da otimizagao. Os Fabs

de origem mostraram valores de ICso a pamr de 10 a 650 nM. Além da anali-

~ se de ligacdo através de radioligante, outras analises biolégicas secundarias

foram planejadas para provar a atividade de neutralizacao em niveis diferen-
tes do trajeto de sinalizacdo a jusante do MCP-1.

A atracao de mondcitos € uma das fung:oes principais do MCP- 1
porém mais provavelmente devido a falta de atividade, os fatores co-
purificados ou endotoxinas, os Fabs de ongem nao funcionam na analise de
quimiotaxia e por esse motivo foi concordado testar somente a respectiva

IgG1, no lugar de tentar fazer com que os Fabs funcionassem nessa analise.”

‘Outro evento de sinalizagdo 4 jusante é a liberag&o do calcio para dentro do

citoplasma. Com certeza todos os Fabs, que exibiram atividade de neutrali-
zacdo na andlise de ligagdo do ligante radio, inibiram a mobilizagéo do célcio
induzida pelo MCP-1 nas células THP-1 com uma faixa de ICs a partir de
0,1 até 3 uM. Teve que ser mostrado que a atividade bioldgica das Fabs de
origem foi completamente retida depois da convers&o para dentro do formato
IgG_. Como esp‘erado toda a respectiva 1gG exibiu atividade na analise de

ligagdo do radioligante, na andlise de mobilizacao do célcio.e mesmo na

andlise de quimiotaxia, provando finalmente que todas as IgG retém a ativi-
dade observada no formato Fab e mesmo inibiram a quimiotaxia induzida
pelo MCP-1. |

Para maturagao por aflmdade sete Fabs diferentes com um Kp
na faixa de 10 - 400 nM e valores de ICs na faixa de 10 - 650 nM na analise
de ligagdo por ligante de radiagdo, foram selecionados de acordo com as
suas caracteristicas. Em seguida eles foram agrupados em 3 grupos para a
clonagém da colecao e a subseqﬂente'selegéo. As otimizagdes das L-CDR3
e H-CDR2 foram realizadas em paralelo. Bibliotecas de alta qualidade foram
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- geradas. A selegao, por solugéo foi usada para o processo de selegdo e o

rigor da sele¢do foi aumentado através da reducao do antigeno, selegéo fora
de qualidade e etapas muito longas de lavagem. Para o processo de triagem
que se segue uma triagem BioVeris foi usada permitindo uma classificagao
de alto resultado dos ligantes otimizados. A triagem funcionou de forma mui-
to eficiente para a identificacdo de ligantes melhorados. Além disso as Fabs
otimizadas em L-CDR3 e H-CDR2 puderam ser identificadas tornando pos-
sivel a clonagem cruzada com relacdo aos derivados MORO03471 e
MORO03548. Especiaimente a clonagem cruzada dos derivados MOR03471
foi feita com bastante sucesso levando a uma afinidade adicional melhorada
100 vezes quando comparada com os dois Fabs otimizados de partida. Dos
17 Fabs otimizados, 16 foram selecionados para ca'racterizag:éo detalhada e
finalmente 4 ligantes, que satisfazem todos os critérios de sucesso, deriva-
dos a pértir do MORO03471 de origem, dois foram otimizados Somente em L-
CDR3 e dois vieram da clonagem cruzada. A anélise de candidatos a matu-
racdo por afinidade e aé-seqtnéncias estdo detalhados nos Exemplos 3 e 4,
Tabelas 4 - 6 e nas SEQ ID NOS: 2 - 28.

Depois da maturagéo, a afinidade dos ligantes otimizados nao
pode ser analisada e, Biacore principalmente na medida em que os limites
de detecgdo foram alcangados. Em MorphoSys, foi usado um método de
determinagdo de Kp muito sensivel, sendo uma titulagao de equilibrio de so-
lucdo *SET combinado com tecnologia BioVeris. As constantes de dissocia-
cdo monovalentes puderam ser calculadas por meio de modelos ajustados
para Fab e 19gG. Além da medi¢éo da afinidade, este método foi usado para
os estudos de reatividade cruzada. As afinidades dos candidatos finais esta-
vam na faixa de 10 até 320 pM para MCP-1 humanos e cynomolgus, medi-
das em BioVeris e confirmadas por KinezA em Centocor. O teste de especi-
ficidade com a utilizacdo de BioVeris ndo mostrou reatividade cruzada para o
MCP-1 humano com relacéo a todos os 16 Fabs e IgG testados. Varios Fabs
e IgG também ndo mostraram reatividade cruzada significativa com relagao
a Eotaxina humana. De acordo com os critérios de sucesso, 0s critério de
especificidade foi fixado como n&o ligando a 100 mM aos homologos huma-
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nos MCP-2, 3, 4 e 100 nM & Eotaxina humana 2, 2 e 3 no modo de captura
de anticorpos Biacore. Na captura de Fab no modo Biacore todos ao Fabs
selecionados exibiram graus diferentes de reatividade cruzada com o MCP-2
e Eotaxina. A instabilidade putativa ligeiramente aumentada dos Fabs com-
parados com os IgG e a capacidade geral ndo especifica de ligacao das -
quimiocinas podem ter contribuido para a ligagéo néo especifica. Varias das
IgG selecionadas néo exibiram um sinal de ligacdo significativo com relagéo
as quimiocinas homologas e satisfizeram os critérios de sucesso de especifi-
cidade no modo de captura de IgG Biacore. Nos experimentos de titulacéo
de solugdo em equilibrio com a utilizagdo de BioVeris mesmo varios Fabs
ndo exibiram reatividade cruzada. Pata analisar se a atividade de ligagao do
Fab ao MCP-2 detectado em Biacore se traduz em atividade de neutraliza-
¢do,foram desenvolvidas analises de ligacao de radioligante em célula total
em Centocor. Os Fabs testados nessa andlise ndo mostraram uma inibi¢ao
signific'atiVa de ligagdo de MCP-2 mascados com 125I do receptor CCR2 em

células Thp-1 (IC50 > 2 uM).

Devido a baixa quantidade de 1 ng/m! de MCP-1 necessaria, a
analise de ligagdo por radioligante foi a analise méis sensivel neste projeto
com um limite de ICso de anélise de cerca de 100 pM para o Fab e mesmo
de 10 pM para a IgG. Além da afinidade, a atividade nesta analise foi usada
para a classificagdo e seleg&o de ligantes otimizados com relagéo a caracte- |
rizagdo detalhada. O melhoramento total na atividade durante a otimizagao
foi até um fator de 1000 x e finalmente um derivado de Fab MOR03471,
MORO03878 exibiu a afinidade mais alta a 110 pM. Todas as IgG testadas
conservaram a atividade na analise de ligagao por radioligante. Ao valores
de ICso dos 4 candidatos _fihais de 1gG, MOR03781, MOR03790, MOR03750

e MOR033878, estavam na faixa de 20 a 50 pM, sendo mesmo ligeiramente

melhores, quando comparados com a respectiva atividade dos Faz. Uma
razdo para a atividade melhorada é que a IgG bivalente neutraliza dois MCP-
1 por molécula (fator 2 x). As iGg vem de uma produgéo pura de alta escala
e por esse motivo uma outra razdo pode ser a pureza, estabilidade ou a ati- .

vidade dos anticorpos. Como uma bioanalise secundaria uma analise com
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' base em FACS, medindo a inibicdo da internalizacao do receptor CCR2 in-

duzida pelo MCP-1, foi desenvolvida com sucesso. Finalmente a analise a-

inda permitiu a determinagéo e a classificagdo dos ICso. Os 4 candidatos fi-

nais Fabs MOR03790, MOR03850, MOR03781 e MOR03878 exibiram valo-
res de ICso na faixa de 3 até 5 nM. ' |

O MCP-1 natural foi necessario para a confirmagao das ativida-
des dos anticorpbs MCP-1 isolados contra os MCP-1 sintéticos ou recombi-
nantes. O MCP-1 natural foi puriﬁcado a partir do sobrenadante de PANC1 e
usado para a indugao da liberagao de calcio. Os Fabs otimizados mostraram
a inibicdo da mobilizagdo de calcio induzida pelo MCP-1 natural com uma
atividade mais elevada se comparados aos anticorpo de referéncia C775.
Todos os Fabs pré-selecionados derivados de MORO03548 inibiram comple-
tamente a ligagdo do C775 ao MCP-1 em um ELISA de competigdo. Todos
os Fabs pré-selecionados derivados de MOR03471 sztfaram uma compe-
ticdo parcial (-60%) em ELISA indicando que os epitopos estao pelo menos
se sobrepondo. Finalmente os quatro anticorpos MOR03781, MOR03790,
MORO03850 e MOR03878 preencheram todos os critérios de sucesso inclu-
indo o critério de especificidade e a neutralizagdo do MCP-1 natural.
Outros métodos adequados de produzir anticorpos.

Outros métodos para a produgdo de anticorpos da invengcao que

sejam capazes de produzir um repertério de anticorpos humanos, como co-
nhecidos na técnica e/ou como descritos aqui, neste pedido de patente. Es-
sas técnicas incluem, porém ndo estédo limitadas a exibicdo de ribossomo
Hanes et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 4937 a 4942 (May 1997); Hanes
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 14130 a 14135 (Nov. 1998)); tecnolo- -
gias de produgéd de anticorpos de célula tnica (por exemplo, método sele-
cionado de linfocito de anticorpo ("SLAM") (Patente U.S. N 5,627,052, Wen
et al., J. Immunol. 17: 887 a 892 (1987); Babcook et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93: 7843 a 7848 (1996)); micro goticula de gel e citometria de fluxo
(Powell et al., Biotechnol. 8: 333 a 337 (1990); One Cell Systems, Cambrid-
ge, MA; Gray et al., J. Imm. Meth. 182: 155 a 163 (1995); Kenny et al., Bi-
o/Technol. 13: 787 a 790 (1995)); selecdo de célula B (Steenbakkers et al.,
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Mlec. Biol. Reports 19: 125 a 134 (1994); Jonak et al., Progress Biotech, Vol.
5, In Vitro Immunization in Hybridoma Technology, Borrebaeck, ed., Elsevier
Science Publishers B.V., Amsterdam, Holanda (1988)).

Os métodos para a manipulagdo ou a humanizagao de anticor-
pos ndo humanos ou humanos também podem ser usados € sao bem-
conhecidos na técnica. Geralmente, um anticorpo humanizado ou manipula-
do tem um ou mais residuos de aminoacido a partir de uma fonte que seja
ndo humana, como por exemplo, porém ndo limitadas a, camundongo, rato, . -
coelho, primata ndo humano ou outro mamifero. Os residuos de amino&ci-
dos humanos sdo quase sempre referidos como residuos "importados”, qué
sdo tipicamente tomados a partir de um dominio de "importagao” variavel ou
outro dominio de uma sequiéncia humana conhecida. As sequiéncias de IgG
humana sdo bem-conhecidas na técnica e podem ser qualquer uma das se-
quéncias conhecidas. Diversas estratégias para a otimizagdo da ligacao,

conformacdo e capacidade de geragdo de imunizagédo de anticorpos huma-

'nos manipulados tém sido descritas em, vide, por exemplo, Presta et al. J

Immunol. 151: 2623 a 2632, 1993; WO 2003/02019, e WO 2005/080432.
Essas sequéncias importadas podem ser usadas para a redugao
da capacidadé de geragdo de imunizagdo ou reduzir, aumentar ou modificar
a 'Iiga'géo, afinidade, fora de qualidade, dentro de qualidade, voracidade, es-
pecificidade, meia-vida ou qualquer uma outra caracteristica adequada, co-
mo conhecidas na técnica. Geralmente parte ou todas as segiiéncias nao
humanas ou humanas de CDR sdo mantidas enquanto que as sequéncias
ndo humanas de regides variaveis e constantes sdo substituidas com ami-
noacidos humanos ou outros aminoé&cidos. Os anticorpos podem ser opcio-
nalmente humanizados com a conservagao da alta afinidade com relagao ao
antigeno e outras propriedades biolégicas favoraveis. Para alcangar esse
objetivo, os anticorpos humanizados podem ser opcionalmente preparados
através de um processo de andlise das sequéncias de origem e diversos
produtos conceituais humanizados com a utilizagdo de modelos tridimensio-
nais das sequéncias de origem e humanizadas. Os modelos tridimensionais

de imunoglobulina estdo comumente disponiveis e sdo familiares aquelas
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pessoas versadas na técnica. Estdo disponiveis programas de computador
que ilustram e exibem estruturas de. conformagao tridimensionais provaveis
de seqliéncias candidatas selecionadas de imunoglobulina. A inspe¢éo des-

sas exibicbes permite a analise do papel provavel dos residuos no funcio-

‘namento da sequéncia de imunoglobulina candidata, isto é, a andlise de re-

siduos que influenciam a capacidade da imunoglobulina candidata de se li-
garao seu antn’geho. Desse modo, os residuos FR podem ser selecionados e
combinados a partir do sequéncias de consenso e de importagéo de tal for-
ma que as caracteristicas desejadas do anticorpo; tais como afinidade au-
mentada com relacdo aos antigenos-alvo, seja conseguida. Em geral, os
residuos CDR estdo envolvidos diretamente e mais substancialmente em
influenciar a ligagdo do antigeno. A humanizacgéo e a manipulagdo de anti- -
corpos da. presente invengao podem ser realizadas com a utilizagao de qual-
quer método.conhecido, tal como, porém nao limitados aquelés descritos em
Winter (Jones et al., Nature 321: 522 (1986); Riechmann et al., Nature 332:
323 (1988); Verhoeyen' et al., Science 239: 1534 (1988)), Sims et al., J. Im-
munol. 151: 2296 (1993); Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987),
Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89: 4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol. 151: 2623 (1993), Patentes U.S. Nos: 5723323, 5976862,
5824514; 5817483, 5814476, 5763192, 5723323, 5,766886, 5714352,
6204023, 6180370, 5693762, 5530101, 5585089, 5225539; 4816567, PCT/:
US98/16280, US96/18978, US91/09630, US91/05939, US94/01234,
GB89/01334, GB91/01134, GB92/01755; WO 90/14443, WO 90/14424, WO
90/14430, EP 229246, cada uma inteiramente incorporada aqui, neste pedi-
do de patente por referéncia, incluindo as referéncias citadas nas mesmas.
Os camundongos transgénicos que podem produzir um reperto-
rio de anticorpos humanos que se ligam a antigenos humanos podem ser
produzidos através de métodos conhecidos (como por exemplo, porém nao
limitados a Patentes U.S. N% 5.770.428. 5.569.825. 5.545.806. 5.625.126.
5.625.825. 5.633.425. 5.661.016 e 5.789.650 concedidas pafa Lonberg et
al.; Jakobovits et al. WO 98/50433, Jakobovits et al. WO 98/24893, Lonberg
et al. WO 98/24884, Lonberg et al. WO 97/13852, Lonberg et al. WO



10

15

20

25

30

29

94/25585, Kucherlapate et al. WO 96/34096, Kucherlapate et al. EP 0463
151 B1, Kucherlapate et al. EP 0710 719 A1, Surani et al. Patente U.S. N°
5.545.807, Bruggemann et al. WO 90/04036, Bruggemann et al. EP 0438
474 B1, Lonberg et al. EP 0814 259 A2, Lonberg et al. GB 2 272 440 A, Lon-
berg et al. Nature 368:.856 a 859 (1994), Taylor et al., Int. Immunol. 6(4) 579
a 591 (1994), Green et al, Nature Genetics 7: 13 a 21 (1994), Mendez et al.,
Nature Genetics 15: 146 a 156 (1997), Taylor et al., Nucleic Acids Research
20(23): 6287 a 6295 (1992), Tuaillon et al., Proc Natl Acad Sci USA 90(8) -
3720 a 3724 (1993), Lonberg et al., Int Rev Immunol 13(1): 65 a 93,(1‘995) e
Fishwald et al., Nat Biotechnol 14(7): 845 a 851 (1996), as quais sao cada
uma inteiramente incorporadas aqui, neste pedido de patente, por referén-
cia). Em geral, esses camundongos compreendem pelo menos um transge-

ne compreendendo DNA a partir de pelo menos um local de imunoglobulina

- humana que é rearranjado de forma funcional, ou que possa ser submetido a

um rearranjo funcional. Os locais da imunoglobulina endogena nesses ca-

‘mundongos podem ser rompidos ou cancelados para eliminar a capacidade

do animal para a produgdo de anticorpos codificados pelos genes endoge-
nos.

A iriagem de anticorpos para a ligagao especn’fica a proteinas ou
fragmentos similares pode ser conseguida convenientemente com a utiliza- ,
cdo de bibliotecas de exibigdo de peptidios. Este método envolve a triagem
de grandes bibliotecas de peptidios com relagdo a membros individuais qUe

tenham as fungdes ou a estrutura desejada. A triagem de anticorpos de bi-

bliotecas de exibicdo de peptidios € bastante conhecida na técnica. As se-
quéncias de peptidios exibidas podem ser a partir de 3 até 5000 ou mais
aminoacidos de comprimen'to, freqlientemente a partir de 5 a 100 aminoaci-
dos de comprimento, e quase sempre a partir de cerca de 8 até 25 aminoa-
cidos de comprimento. Além dos métodos quimicos sintéticos para a gera-
¢ao de bibliotecas de peptidios, varios métodos de DNA recombinante tém
sido descritos. Um tipo envolve a exibicdo de uma seqiiéncia de peptidios
sobre a superficie de um bacteriéfago ou célula. Cada bacteriéfago ou célula

contém a seqiiéncia de nucleotideo que codifica a seqiéncia de peptidio
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especifica exibida. Esses métodos estdo descritos nas Publicacdes de Pa-
tentes PCT N% 91/17271, 91/18980, 91/19818, e 93/08278. Outros sistemas

para a geragéo de bibliotecas de peptidios tém aspectos ambos os métodos

de sintese quimica in vitro e recombinantes. Vide as Publicagbes de Paten-
tes PCT Nes 92/05258, 92/14843, e 96/19256. Vide também, as Patentes
U.S. N%s 5.658.754; e 5.643.768. As bibliotecas de exibicdo de peptidios, e
os kits para a triagem estdo comercialmente disponiveis a partir de tais for-
necedores como a Invitrogen (Cérlsbad, CA), e Cambridge antibody Techno-
logies (Cambridgeshire; UK). Vide, por exemplo, as Patentes U.S. Nes
4704692, 4939666, 4946778, 5260203, 5455030, 5518889, 5534621,
5656730, 5763733, 5767260, 5856456, cdncedidas para Enzon; 5223409,
5403484, 5571698, 5837500, concedidas para Dyax, 5427908, 5580717,
concedidas para Affymax; 5885793, concedida para Cambridge antibody
Techn_olbgies; 5750373, concedida para, 5618920, 5595898, 5576195,
5698435, 5693493, 5698417, concedidas para Xoma, Colligan, supra; Au-
subel, supra; ou Samb‘rook, supra, cada uma das patentes ou pedidos de
patente acima sao incbrporadas em sua totalidade aqui, neste pedido de
patente, por referéncia. '
2. Acidos Nucléicos da Invencao.

Usando a informagéo provida aqui, neste pedidovdé patente,tal -

como as seqliéncias de nucleotidios quer codificam pelo menos de 70 a

100% dos aminoacidos continuos de pelo menos uma das SEQ ID NOS: 2 a

5 e 27 e 28, fragmentos especificados, variantes ou seqléncias de consenso
das mesmas, uma molécula de acido nucléico da presente invéngéo codifi-
cando pelo menos um anticorpo anti MCP-1 pode ser obtida com a utilizacao
de métodos deséri.tos aqui, neste pedido de patente ou como conhecidos na
técnica. As moléculas isoladas de acido nucléicos da presente invengéo po-
dem incluir moléculas de acido nucléico que compreendem uma estrutura de
leitura aberta (ORF), opcionalmente dom um ou mais introns, como por e-
xemplo, porém nao limitados a, pelo menos uma parte especfficada de pelo
menos uma CDR, como CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de pel'o menos uma cor-
rente pesada (por exemplo das SEQ ID NOS: 6-12, 22 e 23) ou corrente le-
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ve(por exemplo, das SEQ ID NOS: 13-21 e 24-26); moléculas de &cido nu-
cléico compreendendo a sequéncia de codificagdo para um anticorpo anti
MCP-1 ou regido variavel (por exemplo, das SEQ ID NOS:2-5, 27 e 28); e
moléculas de acido nucléico que compreendem uma sequéncia de nucleoti-
dios  substancialmente diferente a partir daquelas descritas acima, porém
que, devido a degenerescéncia do cédigo genético ainda codificam, pelo
menos um anticorpo anti MCP-1 como descrito aqui, neste pedido de paten-
te e/ou como conhecido na técnica. Por Certo, o coédigo genético é bastante

_ conhecido na técnica. Desse modo, seria de rotina para uma pessoa versa-

da na técnica a geracgdo dessas variantes de &cido nucléico degeneradas
que codificam para os anticorpos especificos anti MCP-1 da presente inven-
cdo. Vide, por exemplo, Ausubel, et al., supra, e essas variantes de &cido
nucléico estdo incluidas na presente invengéo.‘

Na forma indicada aqui, neste pedido de patente, as moléculas
de acido nucléico da presente in\}engéo que compreendem um &cido nucléi-
co codificando um anticorpo anti MCP-1 podem incluir, porém nao estao limi-
tadas aquelas que codificam a sequéncia de aminoacido de um fragmento
de anticorpo, por ela propria; a sequéncia que codifica para todo o anticorpo
ou para uma parte do mesmo; a sequéncia que codifica para um anticorpo,
fragmento ou parte, bem como seqiiéncias adicionais, tais como as sequén-
cias que codificam pelo menos um peptldlo lider de sinal ou de fuséo, com
ou sem as seqléncias de codificagao adicionais antes mencionadas, tal co-
mo pelo menos um intron, junto com seqiéncias adicionais, ndo codifican-
tes, incluindo, porém néo limitadas a sequéncias 5' e 3' ndo codificantes, tais
como as sequiéncias transcritas ndo traduzidas que tém um papel na trans--

crigéo, processamento do mRNA, incluindo os sinais de divisdo e de polia-

‘denilagdo (por exemplo,a ligagdo de ribossomo e estabilidade do mRNA);

uma seqiiéncia adicional de codificacao que codifique para aminoacidos adi-
cionais, tais como aquelas que proporcionam funcionalidades adicionais.
Desse modo, a seqiiéncia que codifica um anticorpo pode ser fundida a uma
sequiéncia marcadora, tal como uma sequiéncia que codifica um peptidio que

facilita a purificacdo do anticorpo fundido que compreenda um fragmento ou
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~ parte de um anticorpo.

Polinucleotidios que se Hibridizam Seletivamente a um Polinucleotidio como
Descrito Aqui, neste Pedido de Patente: A presente invengéo proporciona

acidos nucléicos isolados que se hibridizam sob condi¢bes seletivas de hi-
bridizagdo a um polinucleotidio descrito aqui, neste pedido de patente. Des-
se modo, o polinucleotidio desta modalidade pode ser usado para isolar, de-
tectar e ou quantificar acidos nucléicos que compreendam esses polinucleo-
tidios. Por exemplo, os polinucleotidios da presente invengéo podem ser u-
sados para a identificagdo, isolamento ou amplificagé@o de clones parciais ou
de comprimento total em uma colegdo depositada. Em algumas modalida-
des, os polinucleotidios s@o sequéncias de cDNA gendmico isoladas, ou de
outra fo'rm‘a complementares a, um cDNA de uma cblegéo de acidos nucléi-
cos humanos ou de mamifero. | |

~ De preferéncia, a colegdo de cDNA,compreende pelo menos
80% de sequiéncias de comprimento total, de preferéncia peIoménos_ 85%
ou 90% de seqliéncias de comprimento total, e de mais preferéncia pelo |
menos de 95% de seqdéncias de comprimento total. As bibliotecas de cDNA
podem se normalizadas para o aumento da representacdo de sequéncias
raras. Condicdes de hibridizagdo de rigorosidade moderada ou baixa S80
tipicamente,v porém ndo exclusivamente, empregadas com séqijéncias que

tenham uma identidade de sequéncia reduzida com relagdo a sequéncias

. complementares. Condigdes de rigorosidade moderadas e altas podem op-

cionalmente ser empregadas com relagdo a sequéncias de maior identidade.
Condicdes de rigorosidade baixas permitem a hibridizagao selétiva de se-
quéncias que tenham menos do que cerca de 70% de identidade de se-
quiéncia e podem ser empregadas pata a identificacao de seqliéncias ortélo-
gas ou paralogas.

Opcionalmente, os polinucleotidios da invengao irdo codificar
pelo menos uma parte de um anticorpo codificado pelos polinucleotidios
descritos aqui, neste pedido de patente. |
Construcdo de Acidos Nucléicos: Ao dacidos nucléicos isolados da presente

invengdo podem ser preparados com a utilizagdo de (a) métodos recombi-
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nantes, (b) técnicas sintéticas, (c) técnicas de purificagao, ou combinacoes
das mesmas, como bem-conhecidas na técnica.
Métodos Recombinantes para Construir Acidos Nucléicos: As composigdes

de acidos nucléicos isolados desta invengéo, tais como RNA, cDNA, DNA
gendmico, ou qualquer combinagdo dos mesmos podem ser obtidas a partir -
de fontes bioldgicas com a utilizagdo de qualquer numero de metodologias
de clonagem conhecidas daquelas pessoas versadas na técnica. Em algu-
mas modalidades, sondas de oligonicleotfdio que se hibridizam seletivamen-
te sob condigées rigorosas, aos pdlinucleotl’dios da presente invengéo sao
usadas para a identificagdo da sequéncia desejada em uma colecao de cD-
NA ou de DNA gendmico. O isolamento de RNA, e a construgéo das biblio-
tecas de cDNA-ou de DNA genémico, é bem-conhecida aquelas pessoas de

habilidade comum na técnica (vide, por exemplo, Ausubel supra; ou Sam-

- brook, supra). : .

Métodos de Triagem e de Isolamento de Acidos Nucléicos: Uma colecé@o de

.cDNA ou de DNA gendmico pode ser submetida a triagem com a utilizagao

de uma sonda baseada na seqiiéncia de um polinucleotidio da presente in-
vengao, de tais como aquelas descritas aqui, neste pedido de patente. As
sondas podenﬁ ser usadas para se hibridizarem com as sequéncias de DNA
gendmico ou de cDNA para o isolamento de genes homdlogos nos mesmos -
organismos ou em organismos diferentes. Aquelas pessoas versadas na
técnica poderdo observar que diversos graus de rigorosidade de hibridizagéo
podem ser empregados na analise; e tanto a hibridizagéo como o0 meio de
lavagem podem ser rigorosos. Na medida em que as condigdes de hibridiza-
cdo se tornam mais rigorosas, deve existir um grau maior de capacidade de

complementagdo entre a sonda e 0 alvo para que ocorra a formacao de du-

‘plex. O grau de rigorosidade pode ser controlado através de uma ou mais de

temperatura, resisténcia idnica, pH e a presenca de um solvente de desnatu-
ragdo parcial tal como a formamida. Por exemplo, a rigorosidade da hibridi-
zag&o é variada de forma conveniente através da mudanca da polaridade da
solugéd reagente através de, por’exemplo, a manipulagao da concentragao
de formamida dentro da faixa de 0% até 50%. O grau da capacidade de
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- complementacao (identidade de sequiéncia) necessario pata a ligagéo detec-

tavel ira variar de acordo com a rigorosidade do meio de hibridizagéo e/ou o
meio de lavagem. O grau da capacidade de complementag&o ird ser otima-
mente de 100%; ou de 70 a 100%, ou qualquer faixa ou valor dentro das
mesmas. No entanto, deve ser entendido due as variacdes menores de se-
quiéncia nas sondas e iniciadores podem ser compensadas através da redu-
cdo da rigorosidade da hibridizag&o e/ou do meio de lavagem. '
Os métodos para a amplificagdo de RNA ou de DNA sao bem-
conhecidos na técnica e podem ser usados de acordo com a presente in-

vengdo sem experimentagao nao necessaria, com base nas informacdes e a

'orientag:c”)es apresentadas aqui, neste pedido e patente. Os métodos conhe-

cidos de amplifica¢éo de RNA ou de DNA incluem, porém ndo estéo limita-
dos a, reacdo em cadeia de polirnerase (PCR), e processos de amplificagéo
relacionados (Mullis, et al., Patente U.S. N2 4,683,202 _(1987); e Innis, et al.,
PCR Protocols A Guide to Methods and Applications, Eds., Academic Press
Inc., San Diego, CA (1990). |

Métodos Sintéticos para a Construcédo de Acidos Nucléicos: Os acidos nu-

cléicos isolados da presente invengdo também podem ser preparados atra-
vés da sintese quimica direta através'de métodos conhecidos (vide, por e-
xemplo, Ausubel et al., supra). A sintese quimica produz, em geral um oligo-

nucleotidio de um Unico filamento, que pode ser convertido em DNA de fila-

‘mento duplo através de hibridizagdo com uma sequéncia complementar, ou

através de polimerizagdo com uma DNA polimerase usando o filamento uni-
do como um padrdo. Uma pessoa de habilidade na técnica ira reconhecer
que embora a sintese qLu’mica do DNA possa ser limitada as seqiéncias de
cerca de 100 ou mais bases, seqiéncias mais longas podem ser obtidas
através da ligacdo de seqéncias mais curtas. Um meétodo de preferéncia
especifica para codificas sequéncias é mostrado nas Patentes U. S. N%
6.521.427 e 6.670.127. '

3. Vetores e Sistemas de Expresséao
A invengao proporciona vetores, de preferéncia vetores de ex-

pressdo contendo um &cido nucléico que codifica um anticorpo anti MCP-1,
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ou que pode ser usado para obter plasmidios que contenham varios anticor-
pos HC ou genes LC ou partes dos mesmos. Na forma usada aqui, neste
pedido de patente, o termo "vetor" se refere a uma molécula de &cido nucléi-
co capaz de transportar outro cido nucléico ao qual ele tenha sido ligado.
Um tipo de vetor é um "plasmidio”, que se refere a uma alca circular de DNA
de filamento duplo dentro do qual segmentos adicionais de DNA podem ser
ligados. Outro tipo de vetor € um vétor viréI, no qual segmentos adicionais de
DNA podem ser ligados dentro do genorha viral. A presente invencéo tam-
bém se refere a vetores que incluem as moléculas isoladas de acido nucléi-
co da presente inven¢éo, células hospedeiras que sdo manipuladas geneti-
camente com os vetores recombinantes, e a produgéo de pélo menos um
anticorpo anti MCP-1 através de técnicas recombinantes, como & bem-
conhecido na técnica. Vide, por exemplo, Sambrook, et al., supra; Ausubel et
al., supra, cada incorporado em sua totalidade aqui, neste pedido de paten-
te.

| Para a expressdo de anticorpos ou de fragmentos de anticorpos
do mesmo, os DNA codificando cadeias parciais ou de comprimento total
leves ou pesadas, podem ser inseridos em cassetes ou vetores de expres-
sdo de tal forma que os genes estejam ligados de forma operacional a se-
quéncias de controle de transcri¢do e de translag@o. Um cassete que codifi-
que um anticorpo, pode ser montado como um constructo. Um constructo
poder ser preparado com a utilizagdo de métodos conhecidos na técnica.O
constructo pode ser preparado como parte de um plasmidio maior. Essa
preparacdo permite a clonagem e a selegdo das construgdes corretas de
uma maneira eficiente. O constructo pode ficar localizado entre sitios de res-

tricdo convenientes no plasmidio ou em outro vetor de tal forma que eles

possam ser isolados com facilidade a partir das seqUéncias restantes do

plasmidio,

Em geral, um vetor de plasmidio é introduzido em um precipita-
do, tal como um precipitado de fosfato de calcio, ou em um complexo com
um Iipidio carregado de DEAE-dextraho. Se o vetor for um virus, ele pode .
ser embalado in vitro com a utilizagdo de uma linha de células de embala-
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gem apropriada e em seguida introduzido dentro de células hospedeiras. A
introducdo de um constructo de vetor dentro de uma célula hospedeira tam-
bém pode ser efetuada através de eletroporagao ou outros métodos conhe-
cidos. Esses métodos estdo descritos na técnica, tais como em Sambrook,
supra, Capitulos de 1 a 4 e de 16 a 18; Ausubel, supra, capitulos 1, 9, 13,
15, 16. '

Neste contexto, a expressdo "ligado operacionalmente” € desti-
nada a significar que um gene dé anticorpo é ligado dentro de um vetor de
tal forma de as seqiéncias de controle de transcricao e de translagao no
interior do vetor servem em sua fungéo pretendida de regular a transcricdo e
a translacdo do geme do anticorpo. O vetor de expressao e as seqléncias
de controle do vetor de expressao sao escolhidas ’para serem compativeis
com a célula hospedeira de expresséao usada. O gene da cadeia leve do an-
ticorpo e o gene da cadeia pesada do anticorpo podem ser inseridos dentro
de vetores separados ou, mais tipicamente, ambos os genes séb inseridos
dentro do mesmo vetovr. de expressdo. Os genes do anticorpo s&o inseridos |
dentro do vetor de expressdo através de métodos padronizados (como por

exemplo, ligacdo de sitios de restricdo complementares no fragmento do

| gene do anticorpo e no vetor, ou ligagéo de final rombudo se ndo estiverem

presentes os sitios de restri¢do).

As regides variaveis de cadeia leve ou de c;édeia pesada dos
anticorpos descritos aqui, neste pedido de patente, podem ser }usados para a
criacdo de gene de anticorpo de comprimento total de qualquer isotipo de
anticorpo através da insergdo dos mesmos dentro de vetores de expressao
que ja codifiquem regides constantes de cadeia pesada e regioes constantes
de cadeia leve do isotipo desejado de tal forma que o segme‘nto»VH esteja
ligado de modo operativo ao segmento ou segmentos CH no interior do vetor
e o segmento VI esteja ligado de modo operativo ao segmento CL no interior
do vetor. Adicionalmente ou alternativamente, o vetor de expressao recom-
binante pode codificar um peptidio de sinal que facilite a secrégéo da cadeia
do anticorpo a partir de uma célula hospedeira. O geme da cadeia do anti-

corpo pode ser clonado no interior do vetor de tal forma que o peptidio de



10

15

20

25

30

37

sinal esteja ligado na estrutura do terminal amino da cadeia do gene do anti-
corpo. O peptidio de sinal pode ser um peptidio de sinal de imunoglobulina
ou um peptidio de sinal heterdlogo (isto é, um peptidio de sinal a partir de
uma proteina que nao a imunoglobulina).

Embora seja possivel teoricamente a expressio dos anticorpos
da invengdo tanto em células hospedeiras procariéticas como eucarioticas, a
expressao de anticorpos em células eucaridticas, e de mais preferéncia em
células hospedeiras de mamifero, é a de maior preferéncia devido a que es- -
sa células eucaribticas, e especifiCamente células de mamiferos, sdo mais_
provaveis do que as células procariéticas com relacdo a montagem € a se-
crecao de um anticorpo propriamente dobrado e imunologicamente ativo.

Em geral um vetor de expressdo de mamifero ira conter (1) ele-
mentos reguladores, usualmente na forma de sequéncias virais promotoras
ou aumentadoras e caracterizados por uma ampla faixa de hospedeiro e de

tecido; (2) uma seqiiéncia de "poliligante", facilitando a insergéo de um frag-

‘mento de DNA que compreenda a seqliéncia codificando o anticorpo dentro

do vetor plasmidio; e (3) a sequéncia responsével pela divisao do intron a
poliadenilagdo dos transcritos de mRNA. Essa regido contigua do sitio de
promotor-poliIi‘gante-poliadenilagéo & comumente referido como a unidade
de transcrigdo. O vetor ird também conter provavelmente (4) um gene ou
genes marcador selecionavel (como por exemplo,0 gene beta-lactamase),
quase sempre conferindo resisténcia a um antibidtico (tal como a ampicilina),
permitindo a selegdo de transformantes iniciais positivos em E. coli; e (5)
sequiéncias facilitando a replicagc@o do vetor em ambos os hospedeiros bac-
terianos e de mamifero. Um plasmidio de origem de replicacdo é incluso pa-
ra a propagac¢ao do const_rUcto de expressdo em E. coli e para a expressao

transitoria em células Cos, a origem SV40 de replicagdo é inclusa no plas-

midio de expressao.

Um promotor pode ser selecionado a partir de um promotor
SV40 (como por exemplo, promotores SV40 finais ou prematuros, o promo-
tor CVM (Patentes U.S. 5.168.062; 5.385.839), um promotor HSV, um pro-.
motor pgk (fosfoglicerase quinase), um promotor EF-1 alfa (Patente U. S.’
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5.266.491), pelo menos um promotor de imunoglobulina humana.
Os vetores de expressdo irdo incluir de preferéncia, porém op-

cionalmente pelo menos um marcador selecionavel. Esses marcadores. in-

~ cluem, por exemplo, porém nao estao limitados a metotrexato (MTX), diidro-

folato redutase (DHFR, Patentes U. S. N% 4.399.216; 4.634.665; 4.656.134;
4.956.288: 5.149.636; 5.179.017), ampicilina, neomicina (G418), acido mico-
fendlico, ou sintétase glutamina _(Patentes U. S. Ns 5.122.464; 5.770.359;
5.827.739) resisténcia para cultura de células eucaridticas, e genes de resis-
téncia a tetraciclina ou ampicilina para cultivo em E. coli e outras bactérias
ou procarioticas (as patentes acima firam inteiramente incorporadas aqui,
neste pedido de patente, por referéncia) Os meios de cultura e as condicoes
apropriadas para as células hospedeiras acima escritas sdo conhecidos na
técnica. Os vetores adequados se tornarao aparentes com facilidade ao ar-
tesdo habilitado. . |

Quando forem empregadas células hospedeiras eucaridticas,
sequéncias finalizadorése de transcricdo e de poliadenilagdo séo tipicamen-
te incorporadas ao vetor. Um exemplo de uma sequéncia de finalizagao é a
sequiéncia de poliadenilagédo a partir do genev do horménio de crescimento
bovino. As sequencuas para uma divisdo acurada do transcnto também po-
dem ser inclusas. Um exemplo de uma sequéncia de divisdo € o intron VPI
da SV40 (Sprague, et al., J. Virol. 45: 773- a 781 (1983)). Além disso, se-
gléncias de gene para o controle da replicagdo na célula hospedeira podem
ser incorporadas dentro do vetor, como conhecido na técnica. Também, para
evitar uma alta superficie de expressao de moléculas de cadeia pesada, po-
de ser necessario o uso de um vetor de expressdo que elimine as variantes
de divisdes do dominio da transmembrana. |

Os elementos adicionais incluem aumentadores, sequéncias Ko-
zak e sequéncias intervenientes flanqueadas por sitios doadores e aceitado-
res da divisdo do RNA. Uma transcrigdo de alta eficacia pode ser alcangada
com os promotores precedentes e tardios de SV40, as repeticées de termi-
nal longas (LTRS) a partir de retrovirus, como por exemplo RSV, HTLVI, HI-
VI e o promotor precedente de citomegalovirus (CVM). No entanto, elemen-
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tos celulares também podem ser usados (como por exemplo, o promotor de
actina humana). Os vetores de expressao adequados para uso na pratica da
presente invencdo incluem, por exemplo, vetores tais como pIRES1neo,
pRetro-Off, pRetro-On, PLXSN, ou pLNCX (Clonetech Labs, Palo Alto, CA),
pcDNA3.1 (+/-), pcDNA/Zeo (+/-) ou pcDNA3.1/Hygro (+/-) (Invitrogen), PS-
VL e PMSG (Pharmacia, Uppsala, Sweden), pRSVcat (ATCC 37152),
pSV2dhfr (ATCC 37146) e pBC12MI (ATCC 671009).

Alternativamente, os acidos Vnucléicos que codificam uma se- -
qliiéncia de anticorpb podem ser expressos em linhas de células estaveis
que co-obtenham o gene integrado em um cromossomo. A co-transfecgao
com um marcador selecionavel ral como dhfr, gtp, neomicina ou hidromicina
permite a identificagdo e o isolamento das células transfectadas que expres-
sem grandes quantidades do anticorpo codificado. O marcador DHFR (dii-
drofolato redutase) é util para desenvolver linhas de células que contenham

numerosas centenas ou mesmo milhares de cépias do gene de interesse.

-Um outro marcador de selegdo util é a enzima glutamina sintase (GS) (Mur-

phy, et al., Biochem. J. 227: 277- a 279 (1991); Bebbington, et al., Bi-
ofTechnology 10: 169 a 175 (1992)). Com a utilizag&o desses marcadores,
as células de mamiferos s&o cultivadas em meio seletivo e as células com a
maior resisténcia sao selecionadas. Essas linhas de células contém o gene
ou os genes amplificados integrador dentro de um cromossomo. As células
do ovario do hamster chinés (CHO) e as células NOS sao freqﬂentemerite
usadas para a produgao de anticorpos.

Os constructos de DNA usados na produgdo de anticorpos da
invencao podem opciohalmente incluir pelo menos uma sequéncia de isola-
mento. O termo "isolamento" ou as expressdes "seqliéncia de isolamento” e
"elemento de isolamento" sdo usados aqui, neste pedido de patente de for-
ma intercambiavel. Um elemento de isolamento € um elemento de controle
que isola a transcricdo de genes colocados dentro de seu campo de agao
porém que nao perturba a expressdo do gene, tanto de forma negativa como
de forma positiva. De preferéncia, uma seqliéncia de isolamento é inserida
em ambos os lados da sequiéncia de DNA a ser transcrita. Por exemplo, o
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isolador pode estar posicionado a partir de 200 pb até cerca de 1 kb, 5' a

partir do promotor, e pelo menos a cerca de 1 kb até 5 kb a partir do promo-

'tor, no final 3' do gene de interesse. A distancia da seqléncia de isolamento

a partir do.promotor e do final 3' do gene de interesse pode ser determinada
pos aquelas pessoas versadas da técnica, dependendo dos tamanhos relati-
vos do gene de interesse, do promotor e do aumentador usados no construc-
to. Além disso, mais do que uma sequéncia de'isolamen_to pode ser posicio-
nada a 5' a partir do promotor ou'no final 3' do transgene. Por exemplo, duas
ou mais sequéncias de isolamento podem ser posicionadas a 5' a partir do
promotor. O isolante ou isolantes no final 3' do transgene podem ser posi-
cionados no final 3' do gene de interesse, ou no final 3' de uma sequéncia
reguladora 3/, como por exemplo, na regido 3' ndo traduzida (UTR) de uma
sequéncia flanqueadora 3'. | |

- Os exemplos devvetores de expressao de E. coli adequados que
podem ser induzidos e de n&o fusdo incluem pTrc (Amann et al., (1988) Ge-
ne 69: 301 a 315) e p'ET 11d (Studier et al., Gene Expression Technblogy:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, Caiif. (1990) 60-
89). A expressdo do gene-alvo a partir do vetor pTrc se apobia na transcrigao
da polimerase do RNA do hospedeiro a partir de um promotor de fus&o hibri-
do trp-iac. A expressao do gene-alvo a partir do vetor pET 11 de'apéia sobre
a transcri¢&o a partir de um promotor de fus@o T7 gn10-lac mediada por uma
polimerase de RNA viral co-expressa (T7 gal). Essa polimerase viral € su-
prida pelas cepas hospedeiras BL21(DE3) ou HMS174(DE3) a partir de um
pré-fago A residente acolhendo um gene T7 gal sob o controle de transcri-
¢ao do promotor lacUV 5. ) _

. Em outra modalidade, o vetor de expressao € um vetor de ex-
pressdo de levedura. Os exemplos de vetores para expresséb em levedura
S.cerevisiae incluem pYepSec1 (Baldari et al. (1987) EMBO J. 6: 229 a 234),
pMFa (Kurjan e Herskowitz, (1982) Cell 30: 933 a 943), pJRY88 (Schultz et
al. (1987) Gene 54: 113 a 123), pYES2 (Invitrogen Corporatioh, San Diego,
Calif.), e pPicZ (Invitrogen Corp, San Diego, Calif.). - '

Alternativamente, o vetor de expressao é um vetor de expressao
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e baculovirus. Os vetores de baculovirus disponiveis para a expressao de
proteinas em células cultivadas de insetos (por exemplo, as células Sf 9)
inclui a serie pAc (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3: 2156 a 2165) e a serie
pVL (Lucklow and Summers (1989) Virology 170: 31 a 39).

' Em ainda outra modalidade, um &cido nucléico da invengéo é
expresso em células de mamifero com a utilizagéo de um vetor de expres-

sdo de mamifero. Os exemplos de vetores de expressdo em mamiferos in-

' cluem o pCDMB8 (Seed (1987) Nature 329: 840) e pMT2PC (Kaufman et al. -

(1987) EMBO J. 6: 187 a 195). Quando usados em células de mamiferos, as
funcdes de controle do.vetor de expressao sao quase sempre providas atra-
vés de elementos de regulagcdo virais. Por exemplo, os promotores comu-
mente usados séo derivados a partir de polioma, Adenovirus 2, citomegalovi-
rus e Simian VIRUS 40. Para outros sistemas adequados de expressao para
ambas as células procaridticas e eucariticas, vide os capitulos 16 e 17 de
Sambrook et al., supra.

Em outra modalidade, o vetor de expressdo recombinante de
mamifero é capaz de direcionar a expresséo do acido nucléico, de preferén-
cia em um tipo especifico de célula, tal como células de linfoma (como por
exemplo, célulés de mieloma de camundongo). Em tipos especificos de célu-
las, elementos de regulagao especificos para o tecido sdo usados para a
expressdo do &cido nucléico. Os elementos de regulagao especificos para o
tecido sdo conhécidos na técnica. Os exemplos nao limitativos de promoto-
res especificos para tecido adequados incluem o promotor de albumina (es-
pecifico para o figado: Pinkert et al. (1987) Genes Dev. 1: 268 a 277), pro-
motores especificos para linféides (Calame and Eaton (1988) Adv. Immunol.
43: 235 a 275), especu’fica'mente, promotores de receptores de células T

-(Winoto and Baltimore (1989) EMBO J. 8: 729 a 733) e imunoglobulinas (Ba-

nerji et al. (1983) Cell 33: 729-740; Queen and Baltimore (1983) Cell 33: 741-

'748), promotores neuro especificos (por exemplo, o promoter do neuro fila-

mento; Byre and Ruddle (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473 a
5477), promotor especifico para o pancreas (Edlund et al. (1985) Science
230: 912 a 916), e promotores especificos para as glandulas mamarias (co-
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" mo por exemplo, promotore do soro de leite; Patente U.S. N2 4.873.316 €

Publicagdo de Pedido de Patente Européia N° 264.166).

Os promotores regulados com relagéo ao desenvolvimento também estdo

englobados, por exemplo, pelos promotores hox murinos (Kessel and Gruss
(1990) Science 249: 374 a 379) e o promotor de a-fetoproteina (Campes and

Tilghman (1989) Genes Dev. 3: 537 a 546).
A invéngéo também proporciona um vetor de expressao recom-

‘binante que compreende uma molécula de DNA clonada dentro do vetor de

expressdo em uma orientagcao anti-sentido. Isto é, a molécula de DNA esta
ligada operacionalmente a uma sequéncia reguladora de uma maneira de
permite a expressao (através de transcrigéo da molécula do DNA) de uma
molécula de RNA que esta anti-sentido ao mRNA que codifica um polipepti-
dio. As seqliéncias reguladoras ligadas de modo operacional a um 4cido nu- -
cléico clonado na orientacdo anti-sentido podem ser escolhidas de forma
que direcionem a expressdo continua da molécula de RNA anti-éentido em
uma variedade de tipoé de células. Por exemplo, os promotores virais e/ou '
os aumentadores, ou as sequéncias reguladoras podem ser escolhidos de
tal forma que direcionem a expressao anti-sentido do RNA constitutivo, es-
pecifico para tecido ou especifico para tipo de célula. O vetor-de expressao
anti-sentido pode estar na forma de um plasmidio recombinante, "fagemido”,

ou virus atenuado nos quais os acidos nucléicos anti-sentido sao produzidos

sob o controle de uma regido reguladora de alta eficacia, a atividade da qual

pode ser determinada pelo tipo de célula dentro do qual o vetor é introduzi-
do. Para uma discursdo da regulagéo da expressao do gene com a utilizagao
de genes anti-sentido, vide Weintraub et al. (Reviews--Trends in Genetics,

~ Vol. 1(1) 1986).

Clonagem e Expressédo em Células de Mieloma.
Um anticorpo monoclénico 1gG1K quimérico camundon-

go/humano contra o CD4 humano, conhecido como cM-T412 (EP 0511308
inteiramente 'incorporada por referéncia), foi observado para ser expresso
em niveis elevados em células de mieloma de camundongo transfectadas
(Looney et al. 1992. Hum Antibodies Hybridomas 3(4):191 a 200). Sem um
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grande esforgo em otimizar as condi¢bes de cultura, niveis de produgao de >
500 mg/ml (produtividade especifica em uma base de pg/célula/dia nao co-
nhecida), foram facilmente obtidas em Centocor, Inc, Malvern, PA em 1990.
Com base nos componentes desses vetores de expressao, vetores de clo-
nagem de anticorpos foram desenvolvidos com relacdo a clonagem uteis
para HC e LC que incluem a seqléncia de acido nucléico de iniciagao pro-
motora e transcricdo do gene, as sequéncias 5' ndo transladadas e as se-
qliéncias de acido nucléico de iniciagao da translagdo, as sequiéncias de a- -
cido nucléico codificando a seqiiéncia de sinal, as sequéncias doadoras de
divisdo intron/exon para o intron de sinal e o intron J-C, e as sequéncias de
acido nucléico aumentadoras do intron J-C. O plasmidio p139, um plasmidio
pUC19, contém um fragmento genémico EcoRI-EcoRl de 5,8 kb clonado de
células de hibridoma C123 secretando o M-T412 Ab total de camundongo; o
fragmento contém o promotor de parte de regiao V do gene cM-T412 HC. O

material de partida para a manipulagéo da regi&o V do vetor LC foi o plasmi-

‘dio p39, um plasmidio pUC que continha um fragmento gendémico Hindlil-

Hindlll de 3 kb clonado a partir de células de hibridoma C123; este fragmen-
to contém o promotor e parte da regido V do gene cM-T412 LC. Os vetores
manipulados derivados a partir dos p139 e p39 foram projetados para permi-

tir a montagem conveniente dos genes HC ou-LC adequados para a expres-

sdo em uma célula hospedeira de mamifero em um processo de duas eta-

pas que vincula 1) clonagem do DNA que codifica uma seqiiéncia de inte-
resse entre sitios de restricdo especialmente preparados em um vetor da
regiao V, por meio do que a sequéncia que codifica a regiao V é posicionada
imediatamente a jusante da sequéncia de sinal codificando o vetor, bem co-

mo & jusante de parte ou d'e todo o promotor do gene; e 2) transferindo um

“fragmento que transpde a seqiiéncia inserida a partir do vetor da regiao V

para o vetor da regido C na orientagdo apropriada por meio do que o plas-
midio resultante constitui o plasmidio de expresséo final adequado para a
expressdo em células (Scallon et al. 1995 Cytokine 7(8):759-769).
Clonagem e expressdo em células CHO. '

O plasmidio pC4 é um derivado do plasmidio pSV2-dhfr (Nume-
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" ro de acesso ATCC 37146). O plasmidio contém o gene DHFR do camun-

dongo sob o controle do promotor antecipado SV40. Células de ovario de
hamster chinés ou outras células que ndo tém a atividade diidrofolato que
sdo transfectadas com esses plasmidios podem ser selecionadas através do
cultivo das células em um meio seletivo (cbmo por exemplo, MEM alfa me-
nos Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementado com o agente qui-
mico terapéutico metotrexato. A amplificagdo dos genes DHFR em células
resistentes ao metotrexato (MTX) tem sido bem documentada (vide, por e-
xemplo, F. W. Alt, et al., J. Biol. Chem. 253: 1357 a 1370 (1978); J. L. Hamlin
e C. Ma, Biochem. et Biophys. Acta 1097: 107 a a143 (1990); e M. J. Page e

| M. A. Sydenham, Biotechnology 9: 64 a 68 (1991)).0 cultivo das células em

concentracdes crescentes de MTX desenvolve resisténcia ao farmaco atra-
vés de superproducéo da en.zima-alvvo, DHFR, como resultado da amplifica-
¢do do gene DHFR. Se um segundo gene for ligado ao gené DHFR, ele é
usualmente co-amplificado e expresso em excesso. E conhecido na técnica

que essa abordagem pode ser usada para o desenvolvimento de linhas de

células contendo mais do que 1.000 cépias do gene ou dos genes amplifica-

dos. Em seguida, quando o metotrexato € retirado, sdo obtidas linhas de cé-

lulas que contém o gene amplificado integrado dentro de um ou mais cro-

mossomo ou cromossomos da célula hospedeira. |

O plasmidio pC4 contém, para a expressdo do gene de interesse

um promotor forte de longa repeti¢éo de terminal (LTR) do Virus do sarcoma

de Rouss (Cullen, et al., Molec. Cell. Biol. 5: 438-447 (1985)) mais um frag-

mento isolado a partir do aumentador do gene antecipado do citomegalovi-

rus humano (CVM)(Boshart, et al., Cell 41: 521-530 (1985)). A jusante do"
promotor os sitios de clivagem das enzimas de restricao BamHlI, Xbal, e

Asp718 que permitem a integragao dos genes. Por tras desses sitios de clo-

nagem o plasmidio contém o intron 3' e o sitio de poliadenilagao do gene da
pré-pro-insulina do rato. Outros promotores de alta eficacia também podem
ser usados para a expressao, por exemplo o promotor da b-actina humana,
os promotores antecipados ou tardios SV40 ou as repeticdes de terminal
longas de outros retrovirus, como por exemplo, HIV and HTLVI. Os sistemas
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de expressdo de gene Clontech's Tet-Off e Tet-On e sistemas similares po-
dem ser usados para a expressdo do anticorpo MCP-1 de uma maneira re-
gulada em células de mamiferos (M. Gossen, and H. Bujard, Proc. Natl. A-
cad. Sci. USA 89: 5547-5551 (1992)). Para a poliadenilagéo de outros sinais
do mRNA, por exemplo, a partir dos genes do horménio de crescimento hu-
mano ou da globina, também podem ser usados.

4. Células Hospedeiras para a Producao de Anticorpos.

Pelo menos um anticorpo anti‘ MCP-1 da presente invengao po- - -

de ser opcionalmente produzido porvuma linha de células, uma linha de célu-
las mista, ou uma célula imortalizada ou uma populagao clonada de células
imortalizadas, como bem-conhecido na técnica. Vide, por exemplo, Ausubel,
et al., ed., Current Protocols in Molecular Biology, Joh‘n Wiley & Sons, Inc.,
NY, NY (1987-2004); Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Ma-
nual, 2" Edition, Cold Spring Harbor, NY (1989); Harlow and Lahe,}antibodi-
es, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY- (1989); Colligan, et'al.,
eds., Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-
2004); Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John Wiley &
Sons, NY, NY, (1997-2004), cada um dos quais incorporado em sua totali-
dade aqui, nesie pedido de patente por referéncia. |

Com a finalidade de produzir produtos bio farmacéuticos, € ne-
cessaria uma linha de células de produgédo capaz da expressao eficaz e re-
produzivel de um polipeptidio ou de polipeptidios recombinantes. A linha de
células é estavel e bancavel. Uma variedade de linhas de células pode ser
empregada para essa finalidade. Na medida em que o entendimento das
complexidades de como a maquinaria celular produz a quantidade final e a
composi¢cao do produto bio'terapéutico, a selecdo de uma linha de células

hospedeiras que ird conferir os atributos necessarios para a produgao e a

composigcdo do produto se torna mais evidente.

| Ao contrario da maioria dos genes que sao transcritos a partir de
sequiéncias continuas de DNA gendémico, os genes de anticorpo sao monta-
dos a pértir de segmentos de gene quev podem estar amplamente separados
na linha de germes. Especificamente, os genes da cadeia pesada sao
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formados através da recombinacdo dos segmentos gendmicos que codifi-

-cam as regides variavel (V), de diversidade (D) e de jung&o (J)/constante (@)

do anticorpo. Os genes funcionais da cadeia leve sdo formados pela jungao

de dois segmentos de gene: um codifica a regido V e o outro codifica a regi-

| G0 J/C. Ambos os locais de cadeia pesada e kapa da cadeia leve contém

muitos segmentos de gene V (os calculos variam entre centenas e milhares)
calculados para se espalharem bem sobre 1000 kb. O local lambda é, em
contraste, muito menor e tem mvostrado se espalhar em aproximadamente
300 kp no cromossomo 16 no camundongo. Ele consiste em dois segmentos

variaveis do gene e quatro segmentos de gene da regido de jun-

-géo/co'nstante (J/C). A formagdo de um gene funcional requer a recombina-

cdo entre um elemento V e um elemento J/C.

Na célula B, na qual o anticorpo é produzido naturalmente, o
controle da transcricdo de ambos os genes kapa r_earranjados da cadeia pe-
sada e da cadeia leve dependem ambas da atividade de um promotor espe-
cifico para o tecido a montante da regido V e um estimulador especifico para '
o tecido localizado no intron J/C. Esses elementos atuam de forma sinérgica.
Também, um segundo estimulador especifico para a célula B foi identificado
no local kapa da cadeia leve. Esse aumentador adicional esta localizado a 9
kp a jusante do Ckapa.Desse modo, o método de hibridoma para imortalizar

0s genes de expressao de anticorpos se baseia sobre as seqliéncias do

promotor endégeno e do aumentados da linhagem de células B de origem.

Alternativamente, os &cidos nucléicos da presente invengcao podem ser ex-
pressos em uma ceélula hospedeira por tornar a mesma (através de manipu-
lacao) em uma celula hospedeira que contenha o DNA enddgeno codifican-
do um anticorpo da presente invengdo. Esses métodos sao bem- conhemdos
na tecnica, como por exemplo, descritos nas Patentes U. S. N& 5.580.734,
5.641.670, 5.733.746, e 5.733.761, inteiramente incorporadas aqui, neste
pedido de patente por referéncia. '

A clonagem do DNA gendmico do anticorpo dentro de um vetor
artificial € um outro método para a criagado de células hospedeiras capazes

da expressdo de anticorpos. No entanto, a expressao de anticorpos mono-
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clonicos por tras de um promotor forte aumenta as possibilidades de identifi-
cagado de linhas de células de. alta produgéo e obtendo produgdes mais ele-
vadas de anticorpos monoclénicos. Os anticorpos da invengdo também po-
dem ser produzidos em um "transfectoma" de uma célula hospedeira, com a
utilizagdo de, por exemplo, uma combinagdo de técnicas recombinantes de
DNA e métodos de transfecgcdo de genes como é bastante conhecido na
técnica (como por exemplo, Morrisbn, S. (1985) Science 229:1202).

Os sistemas para a clonagerh e a expressdo de produtos bio-
farmacéuticos, incluindo anticorpos, em uma variedade de células hospedei-
ras diferentes sdo bem-conhecidos. As células hospedeiras adequadas in-
cluem sistemas de bactérias, células de mamiferos, células de vegetais, le-
vedura e baculovirus e plantas e animais transgénicos. As linhas de células
de mamifero disponiveis na técnica para a expresséo de uma proteina glico-
silada de polipeptidio intacto heterdlogo incluem as de ovario de hamster -
chinés (CHO), células Hela, células do rim de filhotes de hamster (BHK),

células de melanoma de camundongo NOS e linhas de células derivadas,

como por exemplo, células de mieloma de rato SP2/0, YB2/0 (ATC CRL-
1662), células embrionarias do rim, humano  (HEK), células embrionarias
da retina humana, células PerC.6, células hep G2, BSC-1 (como por exem-
plo, ATCC CRL-26) e muitas outras disponiveis a partir de, por exemplo,
American Type Culture Collection, Manassas, Va (www.atcc.org).

- As células de mamifero tais como as células CHO, células de
mieloma, células HEK293, células BHK (BHK21, ATCC CRL-10), células Ltk
de camundongo, e células NIH3T3 tem sido freqlientemente usadas para a
expressio estavel de genes heterélogos. Em contraste, as linhas de células
tais como Cos (COS-1 ATCC CRL 1650; COS-7, ATCC CRL-1651) e
HEK293 sdo usadas de forma rotineira para a expressao transitéria de prote-
inas recombinantes.

As células hospedeiras de mamifero de preferéncia para a ex-
pressdo dos anticorpos recombinantes da invengao incluem as células de
mieloma tais como as Sp2/0, YB2/0 (ATC CRL-1662), NSO, e
P3X63.Ag8.653 (por exemplo, SP2/0-Ag14) devido a alta taxa de expressao
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" das mesmas. Especificamente, para uso com as células de mieloma NOS,

outro sistema de expressao de preferéncia é o sistema de expressao de ge-
ne GS descrito no WO 87/04462 e na EP 338.841. Quando vetores de ex-
pressdo recombinantes que codificam genes de anticorpos sao introduzidos
dentro de células hospedeiras de mamifero, os ahticorpos sao produzidos
através da cultura das células hospedeiras durante um periodo de tempo
suficiente para pérmitir a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras,
ou, de mais preferéncia, a secre¢éo do anticorpo dentro do meio de cultura
no qual as células hospedeiras sdo cultivadas. Os anticorpos podem ser re-

cuperados a partir do meio de cultura com a utilizagdo de métodos de puirifi-

'cagéo de proteinas padronizados.

"~ As células de mamifero sao ilustrativas das culturas de células

Uteis para a produgéo de anticorpos, partes especificadas ou variantes dos

mesmos.. Os sistemas de células de mamifero quase sempre estardo na

forma de monocamadas de células embora as suspensdes ou Vbio‘rreatores
de células de mamiferos ou possam também ser usadas.

| Uma quant'idade de linhas de ceélulas hospedeiras adequadas
capazes de expressar proteinas glicosiladas ihtactas tém sido desenvolvidas
na técnica, e incluem as linhas de células COS-1 (por exemplo, ATCC CRL -
1650), COS-7 (por exemplo, ATCC CRL-1651), HEK293, BHK21 (por exem-
plo, ATCC CRL-10), CHO (por exemplo, ATCC CRL 1610) e BSC-1 (e.g.,
ATCC ' CRL-26), células Cos-7, células CHO, células hep G2,
P3X63Ag8.653, SP2/0-Ag14, células 293, células HelLa e as similares, que
estdo disponiveis com facilidade a partir de,vpor' exemplo, a American Type
Culture Collection, Manassas, Va (www.atcc.drg). As células hospedeiras de
preferéncia incluvem as células de origem linfoide tais como as células de
mieloma e de linfoma. S&o de preferéncia especifica as células hospedeiras
P3X63Ag8. As células 653 (nimero de acesso ATCC CRL-1580) e células
SP2/0-Ag14 (Numero de acesso ATCC CRL-1851).

As células CHO-K1 e as células DHFR- CHO DG44 e DUK-B11

(G. Urlaub, L.A. Chasin, 1980. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 77, 4216-4220)

sdo usadas para a producdo de proteinas em nivel elevado devido ao fato
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de a amplificagﬁéo dos genes de interesse é habilitada pela incorporacéo de
um marcador selecionavel que pode ser amplificado, DHFR, usando, por
exemplo o farmaco metotrexato (MTX) (R.J. Kaufman, 1990. Methods
Enzymol. 185: 537 a 566). As células CHO DHFR" podem ser usadas com
sucesso para a produgdo de mAbs recombinantes em um nivel elevado. As
CHO DHFR" podem produzir anticorpos abri MCP-1 em uma taxa de 80 a
110 mg 10° células™ por dia! ou mais do que 200 mg de 10° células" por
dia!. Uma variedade de promotores tem sido usada para obter a expressao -
de cadeias H e L nessas células CHO, por exemplo o promotor de b-actina,
o promotor CMV NIE humano, o promotor tardio principal do virus Ad (MLP,
o promotor RSV, e um LTR do virus da leucemia murina. Uma quantidade de
vetores para a expressdo de mAb estao descritos na literatura, nos quais as
duas cadeias de Ig estdo contidas em dois plasmidios diferentes com um
marcador independente selecionavel e amplificavel. Os vetores contendo

uma cadeia de anticorpo, como por exemplo a cadeia H, ligados a um mar-

-cador DHFR, e um cassete de expressao de uma cadeia L com o marcador

Neo' ou vice-versa, podem ser usados para obter até 180 mg de um mAb !
7 dias™ em frascos giratérios. Os métodos usados para a sele¢éo inicial e a
subsequente amplificagdo podem ser variados e s@o bastante conhecidos

das pessoas versadas na técnica. Em geral, a expressdo de mAb em nivel

elevado pode ser obtida com a utilizagao das seguintes etapas: selecao ini-

cial e amplificagdo em seguida dos clones candidatos (como por exemplo,
em casos nos quais os vetores de expressdo de ambas as cadeias He L
contfem uma unidade de expressao de DHFR) e amplificagdo, co-
amplificagdo com a utilizagdo de marcadores amplificaveis diferentes, e se-
legao inicial e amplificagao em cultura de massa, seguida pela clonagem por
diluicdo para a identificagdo dos clones individuais de expressao elevada.

Devido a que os sitios de integragdo podem influenciar a eficiéncia da ex-

pressdo da cadeia H e da cadeia L e a expressao total dos mAb, foram cria-

dos vetores individuais nos quais as unidades de expressdo das duas cadei-
as de |g sdo colocadas em tandem. Esses vetores também contém um mar-
cador selecionével dominante tal como Neo' e o cassete de expressdo de
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DHFR.Para uma revisdo vide Ganguly, S. e A. Shatzman. Expression Sys-
tems, mammalian cells IN: Encyclopedia of Bioprocess Technology: Fermen-
tation, Biocatalysis, and Bioseparation. 1999 por John Wiley & Sons, Inc.

- Cockett et al. (1990. Bio/Technology 8, 662-667) desenvolveram
o sistema GS para a expressdo em alto nivel de genes heterélogos em célu-
las CHO. A transfecgdo de um vetor de expressao contendo um cDNA (sob
o controle de transcrigdo do promotor hCMV) e um mini gene GS (sob o con-
trole do promotor tardio SV40) déntro de células CHO-K1 (seguido pela se-
lecdo com 20 mM até 500 mM de MSX), pode ser usada para a produgao de
clones expressando os anticorpos da inveng&o em rendimentos comparaveis
aqueles dos sistemas DHFR-CHO. O sistema GS é discutido em sua totali-
dade ou em parte em conexao com as Patentes Eufopéias Nes 0 216 846, 0
256 055, e 0 323 997, € 0 Pedido de Patente Européia N° 89303964.4.

Como um exemplo nao limitativo, folhas de tabacb transgénicas
que expressam proteinas recombinantes tém sido usadas com sucesso para
a provisdo de grandes .quantidades de proteinas recombinantes, como por
exemplo, com a utilizagdo de um promotor que pode ser induzido. Vide, por
exemplo, Cramer et al., Curr. Top. Microbol. ihﬁmunol. 240: 95-118 (1999) e
as referéncias citadas no mesmo. Também o milho transgénico tem sido u-
sado para a expressdo proteinas de mamiferos em niveis de produgao co-
mercial, com atividades biolégicas equivalentes aquelas produzidas em ou-
tros sistemas recombinantes ou purificadas a partir de origens naturais. Vide,
por exemplo, Hood et al., Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-147 (1999) e as refe-
réncias citadas no mesmo. Também tém sido produzidos anﬁcorpos em
grandes quantidades a partir de sementes de plantas transgénicas incluindo
fragmentos de anticorpos, tais como anticorpos de cadeia Unica (os scFv),
incluindo sementes de tabaco e tubérculos de batata. Vide, por exemplo,
Conrad et al., Plant Mol. Biol. 38:101-109 (1998) e as referéncias citadas no
mesmo. Desse modo, os anticorpos da presente invencdo também podem
ser produzidos com a utilizagdo de plantas transgénicas, de acordo com mé-
todos conhecidos. Vide também, por exemplo, Fischer et al., Biotechnol. Ap-
pl. Biochem. 30: 99-108 (Oct., 1999), Ma et al., Trends Biotechnol. 13: 522-7
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(1995); Ma et al., Plant Physiol. 109: 341-6 (1995); Whitelam et al., Biochem.
Soc. Trans. 22: 940-944 (1994); e as referéncias citadas nos mesmos. Vide
também em geral, com relagdo a expressdo de anticorpos em plantas, po-
rém nao limitados a Patente U. S. N2 5.959.177. Cada uma das referéncias
acima fica inteiramente incorporada aqui, neste pedido de patente, por refe-
réncia.
5. Purificacio de um Anticorpo.

Um anticorpo anti MCP-1 pode ser recuperado e purificado a

partir de culturas de células recombinantes através de métodos bem-

conhecidos, incluindo, porém nao limitados a, purificagéo de proteina A pre-
cipitagdo pos sulfato de aménio ou por etanol, extragéo acida, cromatografia |
de troca de anion ou de cation, cromatografia de fosfocelulose, cromatogra-
fia por interagdo hidréfoba, cromatografia por afinidade, cromatografia com
hidroxi apatita e cromatografia com lecitina. A cromatografia liquida de alto
desempenho ("HPCL") também pode ser empreglada para a purificagao. Vi-
de, por exemplo, Colligan, Current Protocols in Immunology, ou Current Pro-
tocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2001), por e-

xemplo, capitulos 1, 4, 6, 8, 9, 10, cada um inteiramente incorporado aqui,

neste pedido de patente pof referéncia.

Os anticorpos da presente invengéo incluem produtos purifica-
dos naturalmente, produtos de procedimentos sintéticos quimicos, e produ-
tos produzidos através de técnicas recombinantes a partir de um hospedeiro
eucariético, incluindo, por exemplo, levedura, vegetais superiores, células de
inseto ou de mamifero. Dependendo'do hospedeiro empregado em um pro-
cedimento de produgdo por recombinagéo, o anticorpo da presente invengéao
pode ser glicosilado ou pode ser nao glicosilado, com os glicosilado sendo
de preferéncia. Esses métodos estao descritos em muitos manuais padréo
de laboratério, tais como Sambrook, supra, Se¢des 17,37 a 17.42; Ausubel,
supra, capitulos 10, 12, 13, 16, 18 e 20, Colligan, Protein Science, supra,
Capitulos 12 a 14, todos inteiramente incorporado aqui, neste pedido de pa-

tente por referéncia.
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6. Anticorpos da Invencgéo.
Os anticorpos anti MCP-1 (também denominados de anticorpos

antioOCCL2 ou anticorpos MCP-1) Uteis para os métodos e as composicoes
da presente invengdo podem opcionalmente ser éaracterizados através da
alta afinidade de ligacdo com o MCP-1, capacidade para inibir uma ou mais
das atividades biolégicas associadas com o MCP-1, e opcionalmente e de
preferéncia tendo baixa toxidez.

Os anticorpos da invengdo podem se ligar ao MCP-1 humano
com uma ampla faixa de afinidades (Kp). Em uma modalidade de preferén-
cia, pelo menos um mAb humano da presente invengéo pode opcionalmente
se ligar ao MCP-1 humano com uma alta afinidade. Por exemplo, um mAb
humano pode se ligar um MCP-1 humano com um Kp igual ou menor do que

cerca de 107 M, tal como, porém nao limitado a 0,1 - 9,9 (ou qualquer taxa

“ou valor dentro das mesmas) X 107, 10%, 10°,107, 10, 10", 10" ou

qualquer taxa ou valor dentro das mesmas.

A afinidade ou a avidez de um anticorpo com relagéo a um anti-
geno podem ser determinadas experimentalmente com a utilizacao de qual-
quer método adequado. (Vide, por exemplo, Berzofsky, et al., "Antibody- :
Antigen Interactions," em Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven
Press: New York, NY (1984); Kuby, Janis /mmunology, W. H. Freeman and
Company: New York, NY (1992); e métodos descritos aqui, neste pedido de
patente). A afinidade medida de uma interagdo de um anticorpo-antigeno
especifico pode variar se medida sob condi¢oes diferentes (como por exem-
plo, concentragdes do sal, pH). Dessa forma, as medicdes de afinidade e de
outros parametros de ligagao com ahtl’geno (por exemplo, Kp, Ka, Kq) S0
feitas de preferéncia com solugdes padronizadas de anticbrpo e de antigeno,
e um tampao de padronizagéo, tal como as solugbes e tampdes padrao des-
critas aqui, neste pedido de patente.

Os anticorpos isolados da presente invengdo compreende uma
sequéncia de aminoééidos do anticorpo descrita aqui codificada por qualquer
polinucleotidio adequado, ou qualquer anticorpo isolado. ou preparado. De

preferéncia, o anticorpo humano ou o fragmento que se liga ao antigeno se
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liga & MCP-1 humano e, por meio disso neutraliza de forma parcial ou subs-
tancialmente pelo menos uma atividade biologica da proteina, um anticorpo,
ou uma parte especificada ou variante do mesmo, que neutraliza parcial-
mente ou de preferéncia substancialmente pelo menos uma atividade biolo-
gica de pelo’menos uma proteina ou fragmento MCP-1 pode se ligar a prote-
ina ou ao fragmento e por meio disso inibir atividades mediadas através da
ligagdo da MCP-1 a um receptor de MCP-1 ou através de outros mecanis-
mos dependentes ou mediados pela MCP-1. Na forma usada aqui, neste
pedido de patente, a expresséo "anticorpo neutralizante" se refere a um anti-
corpo que pode inibir uma atividade dependente da MCP-1 por cerca de 20
a120%, de preferéncia por pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% ou mais de-
pendendo da andlise. A capacidade de um anticorpo anti MCP-1 de inibir
uma atividade dependente da MCP-1 ¢ avaliada de preferéncia através de
pelo menos uma andlise de proteina ou receptor de MCP-1 adequada, como
del'scrita aqui, neste pedido de patente e/ou como conhecida na técnica. Um
anticorpo humano da invengdo pode ser de qualquer classe ou isotopo (1gG,
IgA, IgM, IgE, I1gD, etc.)ou pode compreender uma cadeia leve kapa ou
lambda. Em uma modalidade, o anticorpo humano compreende uma cadeia

pesada de IgG ou um fragmento definido, por exemplo, de pelo menos um

_dos is6tipos 1gG1, 1gG2, 1gG3 ou IgG4. Os anticorpos desse tipo podem ser

preparados atraves do emprego de um camundongo transgénico ou outro
mamifero transgénico ndo humano compreendendo pelo menos um trans-
gene de cadeia leve humano (como por éxemplo, IgG, IgA, e IgM (por e-
xemplo, y1, Y2, ¥3, y4) como descritos aqui, neste pedido de patenfe ou como
conhecidos na técnica. Em outra modalidade, o anticorpo humano MCP-1
anti-humano compreende uma cadeia pesada de IgG e uma cadeia leve de
IgG.

Pelo menos um anticorpo da invengao se liga a pelo menos um
anticorpo especifico especificado para pelo menos uma proteina MCP-1,
fragmento, parte ou qualquer combinag@o da mesma. Pelo menos um epito-

po pode compreender pelo menos um regido de ligagdo com o anticorpo que
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compreenda pelo menos uma parte da proteina, cujo epitopo é de preferén--
cia composto por pelo menos de 1 a 3 aminodacidos com relagdo a parte es-
pecifica total dos aminodcidos contiguos da SEQ 1D NO: 1.

Em geral, o anticorpo humano ou o fragmento que se liga ao an-
tigeno da presente invenc¢&o ira compreender uma regiao de ligagdo com o
antigeno que compreende, pelo menos uma regiao determinante comple-
mentar humana (CDR1, CDR2 e CDR3) ou variante de pelo menos uma re-
gido variavel de cadeia leve. Como um exemplo nao limitativo, 0 anticorpo
ou a parte que se liga ao antigeno ou a variante pode compreender pelo me-
nos uma das CDR3 da cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos
das SEQ ID NO: 9 ou 12 e/ou uma CDR3 de cadeia leve que tenha a se-
quiéncia de aminoacidos das SEQ ID NOS: 15 a 17, 20 ou 21. Em uma mo-
dalidade especifica, o anticorpo ou o fragmento que se liga ao antigeno pode
ter.uma regiao de ligacao ao ant‘igeno que compreenda pelo menos uma
parte de pelo menos uma CDR de cadeia pesada (isto é, CDR1, CDR2 e/ou
CDR3) que tenha a sequéncia de a aminoacidos das CDR 1, 2 e/ou 3 cor-

“respondentes (como por exemplo as SEQ ID NOS: 6 - 12 e/ou 22, 23, e 26).

Em outra modalidade especifica, o anticorpo ou a parte ou variante que se
liga ao antigeno pode ter uma regiao de ligagdo com o antigeno que com- .
preenda pelo menos uma parte de pelo menos uma CDR de cadeia leve (is-
to é,-(isto é, CDR1, CDR2 e/ou CDR3) que tenha a sequéncia de a aminoa- .
cidos.das CDR 1, 2 e/ou 3 correspondentes (como por exemplo as SEQ ID
NOS: 13 - 21 e/ou 24 e 25). Em uma modalidade de preferéncia as trés CDR
de cadeia pesada e as trés DCR de cadeia leve do anticorpo ou do frégmen-
to que se liga ao antigeno de uma sequéncia de aminoacido derivada a partir
da CDR correspondente a pelo menos um dos Fab MOR0336, MOR03464,
MORO03468, MOR03470, MOR03471, MOR03473, MOR03548, como descri-
tos aqui, neste pedido de patente e as regides de estrutura de cadeia pesa-
da derivadas a partir de um anticorpo VH3 (SEQ ID NO: 2) e as regides de
estrutura de cadeia leve derivadas a partir de um anticorpo do tipo kapa
(SEQ ID NO: 4.). Esses anticorpos podem ser preparados através da jungao
em conjunto das diversas partes (os CDR e as estruturas) do anticorpo com
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a utilizagdo de técnicas convencionais, através de preparando e expressan-
do uma molécula de acido nucléico que codifique o anticorpo com a utiliza-
cédo de técnicas convencionais de-tecnologia de DNA recombinante ou atra-
vés da utilizacdo de qualquer outro método adequado. '

O anticorpo anti MCP-1 pode compreender pelo menos uma de
uma regiéo variavel de cadeia pesada ou de cadeia leve que tenha uma se-
quéncia de aminoacidos definida nas regioes de estrutura. Por exemplo, em
uma modalidade de preferéncia, o anticorpo anti-MCP-1 compreende, pelo
menos uma regido variavel de cadeia pesada, tendo opcionalmente a se-
quéncia de aminoacidos da SEQ ID NOS: 2 ou 3 e/ou pelo menos uma regi-
o variavel de cadeia leve, que tenha opcionalmente a seqléncia de amino-
acidos das SEQ ID NOS: 4 ou 5.

A classe do anticorpo ou do isétopo (IgA, IgD, IgE, 19G, ou igM)
é conferida pelas regides constantes que séo codificadas pelos genes da
regido constante da cadeia pesada. Entre a classé de IgG humana, existem
quatro subclasses ou sub tipos IgG1, 19G2, IgG3 e 1gG4 nomeadas na or-
dem a sua abundancia natural no soro, se iniciando a partir da mais alta até
a mais baixa. Os anticorpos IgA sdo encontrados como .duas subclasses,
IgA1 e IgA2. Na forma usada aqui, neste pedido de patente a "troca de isoti-
po" também se refere a uma troca entre as subclasses ou sub tipos de IgG.

A invengdo também de refere a_anticorpos, fragmentos que se
ligam a antigeno, cadeias de imunoglobulina e CER que compreendem ami-
noacidos em uma seqléncia que seja substancialmente a mesma como a de
uma sequéncia de aminoacido descrita aqui, neste pedido de patente. De
preferéncia, esses anticorpos ou fragmentos que se ligam a antigenos € 0s
anticorpos que compreendem essas cadeia ou CDR podem se ligar a MCP-1
humana com alta afinidade (como por exemplo, K4 menos do que ou igual a
cerca de 10° M). As seqléncias de amino&cido que sao substancialmente
as mesmas como as sequéncias descritas aqui, neste pedido de patente
incluem seqliéncias que compreendem substituicoes conservadoras de ami-
noacidos, vem como cancelamentos e/ou insergdes de aminoacidos. Uma
substituigdo conservadora de aminoacido se refere a substituicdo de um
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primeiro aminoacido por um segundo aminodcido que tenha propriedades
quimicas e/ou fisicas (por exemplo, carga, estrutura, polaridade, capacidade
hidréfoba/capacidade hidréfila) que sejam similares aquelas do primeiro a-
minoéacido. As substituicdes conservadoras incluem a substituicao de um
aminodcido por outro dentro dos grupos que se seguem: lisina (K), ), argini-
na (R) e histidina (H); aspartato (D) e glutamato (E); asparagina (N), glutami-
na (Q), serina (S), treonina (T), tirosina (1), K, R, H, D e E; alanina (A), valina
(V), leucina (L), isoleucina (1), prolina (P), fenilalanina (F), triptofan (W), meti-
onina (M), cisteina (C) e glicina (G); F, We |;C,Se T.

- Um anticorpo anti MCP-1 da presente invengdo pode incluir uma
ou mais substituicdes, cancelamentos ou adi¢des de aminodcidos tanto a
partir de mutagées naturais como por manipulagdo humana, como especifi-
cadas aqui, neste pedido de patente ou como ilustradas em Knappik et al.,
US 6828422 com relagdo a regic").es variaveis derivadas a partir de sequén-
cias de linhas de germe humano e categorizadas através de similaridades de

‘sequéncia dentro de familias designadas como VH1A, VH1 Bm VH2m etc., e

pos cadeias leves tais como os subgrupos kapa ou lambda. Essas sequén-
cias e outras sequéncias que podem ser usadas na presente invencao inélu-
em, podem nao estdo limitadas as configura(;c”)es apresentadas da Tabela 1,
como também escritas nas Figuras 1 a 42 da Publicacao PCT WO
05/005604 e na U.S. 10/872.932, depositada em 21/06/2004, inteiramente
incorporadas aqui, neste pedide de patente, por referéncia, nas quais as Fi-
guras de 1 a 42 mostram exemplos de sequéncias, estruturas, subdominios,
regides, partes de dominios variaveis e constantes de cadeia leve e pesada
de as quais podem ser usadas em proteinas derivadas de Ig da presente
inveng¢do, como mostradas aqui, neste pedido de patente.

Tabela 1. Configuracdes de Anticorpos Humanos.

Regibes
Regiao FR1 CDR1 |[FR2 |CDR2 |FR3 |[CDR3 |FR4
variavel de
cadeia pe-

sada
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Regiao - FR1 CDR1 |FR2 |CDR2 |FR3 CDR3 (FR4

variavel de

cadeia le-

ve

IgA1, IgA2,|Regi- |CH1 |Hin- |CH2 |CH3

IgD, 1gG1,|0es gel-4

1gG2, cons-

IgG3, IgG4 [tantes |

SIgA, IgM CH1 Hin- |CH2 |CH3 |Ca-
gel1-4 | |deiaJ

IgE CH1 | CH2 |CH3 |CH4

O numero de substituicbes de aminoacidos que uma pessoa
versada na técnica poderia fazer depende de muitos fatores, incluindo aque-
les descritos acima. Falando de um modo geral, o nimero de substituigoes,
insergdes e cancelamentos de aminoacidos para um determinado anticorpo
anti MCP-1, fragmento ou variante do mesmo néo serao mais do que 40, 30,
20, 19, 18, 17, 16, 15, 14,13, 12, 11,10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3,2, 1, tal como de
1 a 30 ou qualquer faixa ou valor dentro da mesma como e'speciﬁcado aqui,
neste pedido de patente.

Os aminoéqidos em um anticorpo anti MCP-1 da presente inven-
¢ao que ;éo essenciais para a fungdo podem ser identificados através de
métodos conhecidos na técnica, tais como mutégénese direcionada a sitio,
ou mutagénese de triagem por alanina (como por exemplo, Ausubel, supra,
Capitulos 8, 15; Cunningham and Wells, Science 244: 1081 a 1085 (1989)).
O ditimo processo introduz mutacgoes isoladas de alanina a cada residuo na
molécula. As moléculas mutantes resultantes sdo em seguida testadas com
relacdo a atividade bioldgica, tal como, porém ndo limitada a pelo menos
uma atividade de neutralizagdo de MCP-1. Os sitios que sao importantes
para a ligagdo com o anticorpo também podem ser identificados através de
andlises estruturais tais como, cristalizagdo ressonancia magnética nuclear
ou marcacgdo por foto afinidade (Smith, et al., J. Mol. Biol. 224: 899 a 904
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(1992) e de Vos, et al., Science 255: 306 a 312 (1992)).

Os anticorpos anti MCP-1 da presente invengéo, podem incluir,
porém nao estdo limitados a, pelo menos uma parte, sequéncia ou combina-
cdo selecionada a partir de 5 até todos os aminoécidos contiguos de pelo
menos uma das SEC ID NOS: 2a 5 e 27 e 28.

O anticorpo anti MCP-1 pode opcionalmente também compreen-
der um polipeptidio de pelo menos uma das SEC ID NOS:27 e 28. Em uma
modalidade, a sequiéncia de aminodacido de uma cadeia de imunoglobulina,
ou uma parte da mesma tem cerca de 100% de identidade a sequéncia de
aminoécido da cadeia correspondente de pelo menos uma das SEC ID NOS:

27 e 28, porém para as substituicoes conservadoras que nao mudem a es-

pecificidade de ligagdo do anticorpo anti MCP-1. Por exemplo, a seqiiéncia
de _aminoécidos de uma regido variavel de uma cadeia leve pode ser compa-
rada com a sequéncia das SEC ID NOS: 4 ou 5, ou a seqiéncia de aminoa-
cido de uma cadeia pesada pode ser comparada com as SEC ID NOS: 2 0u
3. De preferéncia, a identidade em aminoacido é determinada com a utiliza-
cao de um algoritmo de computador adequado como conhecido na técnica.

Como aquelas pessoas versadas irdo observar, a presente in-
vengado inclui pelo menos um anticorpo biologicamente ativo da presente
mvengao Os antlcorpos blologlcamente ativos tem uma atwndade especifica
de pelo menos 20%, 30% ou 40%, e de preferéncia pelo menos de 50%,
60%, ou 70%, e de mais preferéncia de pelo menos 80%, 90%, ou de 95% a
100% daquela do anticorpo natural (néo sintético) enddgeno ou relacionado.
Os métodos para a avaliagdo e quantificacao as medic¢Oes de atividade en-
zimatica e especificidade de substrato, sao bem-conhecidos daquelas pes-
soas versadas na técnica e descritos aqui, neste pedido de patente.

Em outro aspécto a invengado se refere a anticorpos humanos e
a fragmentos que se ligam a antigenos que sdo modificados através da fixa-
¢ao covalente de uma parte organica. Essa modificagdo pode produzir um
anticorpo ou um fragmento que se liga a antigenos com propriedades farma-
co-cinéticas aperfeicoadas (por exemplo, a uma meia vida no soro in vivo
aumentada). A parte organica pode ser um grupo polimérico hidréfilo linear
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ou ramificado, grupo de acido graxo, ou grupo de éster de acido graxo. Em
modalidades especificas, o grupo polimérico hidrofilo pode ter um peso mo-
lecular de cerca de 800 até cerca de 120,000 Daltons e pode ser.um glicol
de polialcano (por exemplo, polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol
(PPG), polimero de carboidrato ou polivinil pirrolidona, e os grupos de acido
graxo'ou de éster de adido graxo podem compreender a partir de cerca de
oito até cerca de quarenta atomos de carbono. |

Os anticorpos e os fragmentos que se ligam a antigenos modifi-
cados da invencao podem compreender uma ou mais partes organicas que
estejanjnligadas de modo covalente, diretamente ou indiretamente ao anti-
corpo. Cada parte organica que esta ligada a um anticorpo ou a um fragmen-
to que se liga ao antigeno da invengdo pode ser independentemente um
grupo polimérico hidréfilo, um grupo de acido graxo, ou grupo de éster de
4cido graxo. Na forma Usada aqui, neste pedido de patente, a expressao
"acido 'graxo" engloba acidos monocarboxilicos e acidos di-carboxilicos. Um
"grupo polimérico hidréfilo" na forma em que a expressao é usada aqui, nes-
te pedido de patente, se refere a um polimero organico que seja mais soluvel
em agua do que em octano. Por exemplo, a polilisina € mais solivel em a-
gua do que em octano. Desse modo, um anticorpo modificado através da
ligacao cdvalen-te de polilisina é englobado pela invengéo. Os polimeros hi-
dréfilos adequados para a modificagdo de anticorpos da invengao podem ser
lineares ou ramificados, por exemplo, os glicéis de polialquila (por exemplo,
PEG, monometoxi polietileno glicol (mPEG), PPG e os similares), carboidra-
tos (por exemplo, dextrano, celulose, oligossacarideos, polissacaridios e 0s
similares) polimeros de aminoacidos hidrdfilos (por exemplo, polilisina, poli-
arginina, poliaspartato e os similares), oxidos de polialcano (por exemplo,
6xido de poliétileno, éxido de polipropileno e os similares) e polivinil pirroli-
dona. De preferéncia, o polimero hidrdfilo que modifica o anticorpo da inven-
¢édo tem um peso molecular de cera d e 800 até 120.000 Daltons como uma
entidade molecular separada. Por exemplo, 0 PEGsoo € 0 PEGz20.000 NOS
quais o subscrito € 0 peso molecular médio do polimero em Déltons, podem

ser usados. O grupo de polimero hidrofilo pode ser substituido com um até
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cerca de seis grupos de alquila, &cido graxo ou éster de acido graxo. Os po-
limeros hidréfilos que sdo substituidos com um grupo de acido graxo ou de
éster de acido graxo podem ser preparados através do emprego de métodos
adequados. Por exemplo, um polimero compreendendo um grupd de amina
pode ser acoplado com um carboxilato do acido graxo ou do éster de &cido

graxo, e um carboxilato ativado (por exemplo, ativado com N,N-carbonil dii-

midazola) em um &cido graxo ou éster de acido graxo pode ser acoplado a

um grupo hidroxila em um polimero.
Os acidos graxos e os ésteres de &cido graxo adequados para a

modificacdo de anticorpos da invengdo podem ser saturados ou podem con- |

ter uma ou mais unidades de n&o saturagao. Os acidos graxos que séo ade-

“quados para a modificagao de anticorpos da invengdo incluem, por exemplo

0s _n-dbdecanoato (C12, laurato), n-tetradecanoato (C14, miriestato), n-
octadecanoato (C1s, estearato), n-eicosanoato (Cao, araquidato), n-
docosanoato (Cz2, behenato), n-triacontanoato (Cao), n-tetracontanoato (Cao),

cis-A9-octadecanoato (C1g, oleato), todos os cis-A5,8,11,14-

eicosatotraenoatos (C.o, araquidonato), &cido octanedioico, acido tetradeca-
nedidico, acido octadecanediéico, acido docosanedioico e os similares. Os
ésteres de acido graxo incluem mono ésteres de acidos dicarboxilicos que
compreendem um grupo linear ou ramificado de alquila inferior. O grupo de
alquila inferior pode compreehder a partir de um até doze, de preferéncia de
um até cerca de seis a&tomos de carbono.

Ao anticorpos humanos modificados e os fragmentos de ligacao
com antigeno podem ser preparados com a utilizagdo de métodos adequa-
dos,'tais como pela reagdo com um ou mais agentes de modificagdo. Um
"agente modificador" na forma em que a expressao é usada aqui, neste pe-
dido de patente, se refere a um grupo organico adequado (por exemplo, um
polimero hidréfilo, um &cido graxo, um éster de &cido graxo) que compreen-
de um grupo de ativagdo. Um “grupo de ativagao® é uma parte quimica ou
um grupo funcional que pode, sob condi¢coes apropriadas, reagir com um
segundo grupo quimico e por meio disso formar uma ligagao covalente entre

o agente modificador e 0 segundo grupo quimico. Por exemplo, grupos ati-
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vadores reativos a amina incluem os grupos eletrofilos, tais como tosilato,
mesilato, halo (cloro, bromo, fldor, iodo), ésteres de N-hidroxisuccinimidil e
os similares. Os grupos de ativagdo que podem reagir com-0s tidis incluem,
por exemplo, meleimida, iodoacetila, acrilolila, dissulfetos de piridila, tiol do
acido 5-tiol-1-nitro benzéico (TNB-tiol) e os similares. Um grupo funcional de
aldeido pode ser acoplado a moléculas contendo amina ou hidrazida, e um
grupo de azida pode reagir com um grupo de fésforo trivalente para a forma-
cao de fosforamidato ou ligacdes de fosforimida. Os métodos adequados
para a indugéo de grupos de ativagao dentro de moléculas sao conhecidos
na técniba (vide por exemplo, Hermanson, G. T., Biqcbnjugate Techniques,
Academic Press: San Diego, CA (1996)). Um grupo de ativacado pode estar
ligado diretamente ao grupo orgénico (como por exemplo, um polimero hi-
dréfilo, um acido graxo, um éster de acido graxo), ou através de uma parte
de ligacdo, por exemplo um grupo C4-Cy2 divalente no qual um ou mais ato-
mos de carbono podem ser substituidos por um hetero atomo tal como oxi-
génio, nitrogénio ou enxofre. As partes de ligacdo adequadas incluem, por
exemplo, tetraetileno glicol-(CHz)a-, -NH-(CHy)s-NH-, -(CH2)>-NH- and -CH- -
O-CHy-CHo-O-CH,-CH,-O-CH-NH-. Os agentes de modificagao que com-
preendem uma parte de Iigagéo podem ser produzidos, por exemplo, através
da reagdo de uma mono-Boc-alquildiamina (por exemplo, mono-Boc-
etilenodiamina, mono-Boc-diaminoexano) com um &cido graxo na presenca
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) para a formagao de
uma ligagdo de amida entre a amina livre e 0 carboxilato de acido graxo. O
grupo de protegdo Boc pode ser removido a partir do produto pelo tratamen-
to com &cido trifluoracético (TFA) para expds uma amina primaria que pode
ser acoplada a outro carboxilato e o produto resultante se ciclizado para a
produgdo de um derivado ativado de maleimida do acido graxo. (vide, por
exemplo, Thompson, et al., WO 92/16221 as informacoes totais da qual fi-
cam incorporadas aqui, neste pedido de patente por referéncia).

Os anticorpos modificados da invéngéo podem ser produzidos
através da reacdo de um anticorpo humano ou um fragmento que se liga ao
antigeno com um agente de modificagéo. Por exemplo, as partes organicas
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podem ser ligadas ao anticorpo de uma maneira ndo especifica através do
emprego de um agente de modificagdo reativo a amina, por exemplo, um
éster de NHS de PEG. Os anticorpos humanos modificados ou os fragmen-
tos que se ligam ao antigeno também podem ser preparados através da re-
ducdo das ligagdes de dissulfeto (por exemplo, ligagbes de dissulfeto entre
cadeias) de um anticorpo ou um fragmento que se liga ao a'ntigeno. O anti-

| corpo ou o fragmento que se liga ao antigeno reduzidos podem em seguida

ser reagidos com um agente de modificagcao reativo a tiol para a producao
do anticorpo modificado da invengdo. Os anticorpos ou 0s fragmentos que
se ligam ao antigeno modificados humanos compreendendo uma parte or-
ganica que esta ligada a sitios eépeciﬁcos de um anticorpo da presente in-
vencao podem ser preparados com a utilizagédo de métodos adequados, tais
como protedlise reversa (Fisch et al, Bioconjugate Chem., 3: 147-183
(1992); Werlen et al., -Bioconjugaie Chem., 5: 411-417 (1994); Kumaran et
al., Protein Sci. 6(10): 2233-2241 (1997); ltoh et al., Bioorg. Chem., 24(1):
59-68 (1996); Capellas et al., Biotechnol. Bioeng., 56(4): 456-463 (1997)), e
métodos descritos em Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Acade-
mic Press: San Diego, CA (1996).
7. Anticorpos Anti-Idi6tipo para Anticorpos Anti MCP-1.

Além dos anticorpos monoclén.icos ou quiméricos anti MCP-1, a

presente invengdo também é direcionada a um anticorpo antiidiotipico .(anti-
Id) especifico para tais anticorpos da invengéo. Um anticorpo anti-idi6tipo é
um anticorpo que reconhece determinantes Unicas geralmente associadas
com a regido de ligagdo do antigeno com outro anticorpo. O anti-ld pode ser
preparado através da imunizagdo de um animal da mesma espécie e-tipo
genético (como por exemplo, uma cepa de camundongo) como a fonte do
anticorpo Id com o anticorpo ou uma regiao CDR que contenha o mesmo. O
animal imunizado ira reconhecer e responder ao determinante idiotipico do
anticorpo imunizante e produzir um anticorpo anti-ld. O anticorpo anti-ld
também pode ser usado como um "imunogeno"” para a inducdo de uma res-
posta de imuniza¢cdo em ainda um outro animal, produzindo um assim cha-

mado anticorpo anti-id.
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8. Composices de Anticorpo compreendendo outros ingredientes terapéuti-

cos ativos.
A composicdo também pode compreender opcionalmente uma

quantidade eficaz de pelo menos um composto ou proteina selecionado a
partir de pelo menos um farmaco dermatolégico, um farmaco antiinflamato-
rio, um analgésico, um farmaco renal (por exemplo, um bloqueador ou anta-
gonista do receptor da angiotensina (ARB), um farmaco antiinfeccioso, um
farmaco para o sistema cardiovascular (CV),' um farmaco para o sistema‘
nervoso central (CSN), um farmaco para O sistema nervoso -autbnomo
(ANS), um farmaco para o trato respiratério, um farmaco para o trato gastro-
intestinal (Gl), urﬁ farmaco hormonal, um farmaco para o equilibrio fluido ou
eletrolitico, um farmaco hematolégico, um antineoplasico, um farmaco de
imuno modulacdo, um farmaco oftdlmico ou nasal, um farmaco tépico um
farmaco nutricional ou similares. Esses farmacos sdo bem-conhecidos na
técnica, incluindo formulagdes, indicagdes, dosagem e administracdo para
cada um dos apresentados aqui, neste pedido de patente (vide, por exem-
plo, Nursing 2001 Handbook of Drugs, 213 edition, Springhouse Corp., S-
pringhouse, PA, 2001; Health Professional's Drug Guide 2001, ed., Shannon,
Wilson, Stang, Prentice-HaIi, Inc, Upper Saddle River, NJ; Pharmcotherapy
Handbook, Wells et al., ed., Appleton & Lange, Stamford, CT, cada um in-

_corporado em sua totalidade aqui, neste pedido de patente, por referéncia).

As composigées de anticorpo anti MCP-1 da presente invengao
podem ainda compreender pelo menos um de qualquer quantidade eficaz
adequada de uma composigao ou composi¢ao farmacéutica compreendendo
pelo menos um anticorpo anti- MCP-1 para uma célula, tecido, 6rgao, animal ‘
ou paciente que esteja necessitando dessa modulagdo, tratamento ou tera-
pia, compreendendo opcionalmente tambénﬁ pelo menos um selecionado a
partir de um antagonista de TNF (como por exemplo, porém ndo limitados a,
um antagonista quimico de TNF ou proteina, anticorpo monoclonico policlé-
nico ou fragmento TNF,um receptor soluvel de TNF (como por exemplo, p55,
p70 ou p85) ou fragmento, polipeptidios de fusdo dos mesmos ou um anta-

gonista de TNF de molécula pequena, por exemplo, uma proteina de ligacao
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| ou Il (TBP-1 ou TBP-II) nerelimonmab, infliximab, interasses, CDP-571,
CDP-870, afelimomab, lenercept, e os similares), um anti-reumatico (como
por exemplo, metotrexato, auranofin, aurotioglucose, azatioprina, etanercept,
tiomalato de sédio de ouro, sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida, sulfa-
salzina), um relaxante muscular, um narcético, um farmaco antiinflamatorio
nao esterdide (NSAID), um analgésico, um anestésico, um sedativo, um a-
nestésico local, um bloqueador neuromuscular, um antimicrobiano-(como por
exemplo, aminoglicosidio, um antifdngico, um antiparasitico, um antiviral, a
carbapenemo, cefalosporina, uma fltorquinolona, um macrolidio, uma penici-
lina, uma sulfonamida, uma tefraciclina, outros antimicrobianos), um antipso-
riatico, um corticosterdide, um esteréide anabdlico, um agente relacionado
com diabetes, a mineral, a nutritivo, um agente de tiréide, uma vitamina, um
horménio relacionado com calcio, um anti diarréico, um anti tosse, um anti
emético, um anti ulcera, um laxativo, um anticoagulante, uma eritropoieitina
(como por exemplo epoetina alfa), um filgrastim (como por exemplo G-CSF,
Neupogen), um sargramostim (GM-CSF, LeuCina), um agente contra a do-
enca obstrutiva pulmonar crénica (COPD), um agente anti-fibrético, uma i-
munizagdo, uma imunoglobulina, um supressor de imunizagdo (como por
exemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab), um horménio de crescimen-
to, um farmaco de'reposigéo hormonal, um modulador do receptor de estro-
génio, um midridtico, um cicloplégico, um agente de alquilagdo, um antime-
tabolito, um inibidor mitético, um radio farmacéutico, um antidepressivo, um
agente antimaniaco, um anti psicético, um ansiolitico, um hipnético, um sim-
patico mimético, um estimulante, donapezil, tacrina, uma medicag¢ao para
asma, um beta agonista, um esteroide inalado, um inibidor de leucotrieno,
uma metilxantina, uma cromolina, uma epinefrina ou anélogo, dornase alfa
(Pulmozime), uma citocina ou um antagonista de citocina. Os exemplos nao
limitadores de tais citocinas incluem, porém nado estdo limitados a, qualquer
uma de IL-1 até IL-29. As dosagens adequadas s&o bem-conhecidas na téc-
nica. Vide, por exemplo, Wells et al., eds., Pharmacotherapy Handbook, ond A
Edition, Appleton and Lange, Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopoeia,
Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Edition, Tarascon Publishing,
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Loma Linda, CA (2000), cada uma das quais dessas referéncias sao inteira-
mente incorporadas aqui, neste pedido de patente, por referéncia.

Esses farmacos anticancer ou antiinfecgdes também podem in-
clu-ir moléculas de toxina que estdo associadas, ligadas, co-formuladas ou
co-administradas com pelo menos um anticorpo da presente invengao. A
toxina pode opcionalmente atuar para matar seletivamente a célula ou o te-
cido patolégico. A célula patoldgica pode ser um cancer ou outra célula. Es-
sas toxinas podem ser, porém ndo estdo limitadas a, toxinas purificadas ou
recombinantes ou fragmentos de toxina .compreendendo pelo menos um
dominio citotoxico funcional de toxina, como por exemplo, selecionada a par-
tir de pelo menos uma de ricino, toxina da difteria, uma toxina de veneno, ou
uma toxina de bactéria. O termo toxina também inclui ambas as endotoxinas
e as exotoxinas produzidas através de um mutante de ocorréncia natural ou
bactéria recombinante ou virus que possam ocasionar qualquer condicao
patolégica em seres humanos e em outros mamiferos, incluindo a toxina do
ch'oque, que podem resultar em morte. Essas toxinas podem incluir, porém
ndo estdo limitadas a, enterotoxina enterotoxigenica de E. coli instavel ao
calor (LT), enterotoxina estavel ao calor (ST), citotoxina de Shigella, entero-
toxina de Aeromonas, toxina 1 da sindrome do choque téxico (TSST-1), en-
terotoxina Estafilocécica A (SEA), B (SEB), ou C (SEC), Enterotoxina Estrep-
tocdcica e similares.- Essas bactérias incluem,. porém nao estéo limitadas a,
cepas de uma espécie de E. coli enterotoxiogénico (ETEC), E. coli entero
hemorragico (e.g., cepas do serotipo 0157:H7), espécies de Staphylococcus
(como por exemplo, Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes),
espécies de Shigella (como por exemplo, Shigella dysenteriae, Shigella flex-
neri, Shigella boydii, e Shigella sonnei), espécies de Salmonella (como por
exempolo, Salmonella typhi, Salmonella cholera-suis, Salmonella enteritidis),
especies de Clostridium (como por exemplo, Clostridium perfringens, Clostri-
dium dificile, Clostridium botulinum), espécies de Camphlobacter (como por
exemplo, Camphlobacter jejuni, Camphlobacter fetus), espécies de Heliobac-
ter, (como por exemplo, Heliobacter pylori), espéecies de Aeromonas (como

por exemplo, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae),
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Pleisomonas shigelloides, Yersina enterocolitica, espécies de Vibrios (como
por exemplo, Vibrios cholerae, Vibrios parahemolyticus), espécies de Klebsi-
ella, Pseudomonas aeruginosa, e Streptococci. Vide, por exemplo, Stein,
ed., INTERNAL MEDICINE, 3rd ed., pp 1-13, Littlé, Brown and Co., Boston,
(1990); Evans et al., eds., Bacterial Infections of Humans: Epidemiology and
Control, 2d. Ed., pp 239-254, Plenum Medical Book Co., New York (1991);

| Mandell et al, Principles and Practice of Infectious Diseases, 3d. Ed., Chur-

chill Livingstone, New. York (1990); Berkow et al, eds., The Merck Manual,
16th edition, Merck and Co., Rahway, N.J., 1992; Wood et al, FEMS Microbi-
ology Immunology, 76:121-134 (1991); Marrack et al, Science, 248:705-711
(1990), os teores de cujas referéncias s&o incorporados em sua totalidade -

aqui, neste pedido de patente, por referéncia.
| | Os compostos, composigoes ou combinagbes do anticorpo anti
MCP-1 da presente invengdo podem ainda compreender pelo menos um de
qualquer agente auxiliar adequado, tais como, porém nédo limitados a, diluen-
te, aglutinante, estabilizante, tampdes, sais, solventes lipdfilos, conservante,
adjuvante ou os similares. Os auxiliares farmaceuticamente aceitaveis sao
os de preferéncia. Os exemplos néo limitativos dos, e dos métodos para a
preparagéo de tais solugdes estéreis sdo bem-conhecidos na técnica, tais
como, porém ndo limitados a Gennaro, Ed., Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18" Edition, Mack Publishing Co. (Easton, PA) 1990. Podem ser
selecionados da forma rotineira os veiculos farmaceuticamente aceitaveis
que sejam adequados para o modo de administracao, solubili-
dade e/ou estabilidade do anticorpo anti-MCP-1, fragmento ou composi¢ao
variante como bem-conhecidos na técnica ou descritos aqui, neste pedido de
patente. |
Os excipientes farmacéuticos e aditivos Uteis na presente com-
posicdo incluem porém nao estdo limitados a proteinas, peptidios, aminoaci-
dos, lipidios, e carboidratos (como por exemplo, agucares, incluindo monos-
sacarideos, di-, tri- tetra- e oligossacarideos; agucares derivatizados tais
como alditois, acidos aldénicos, agucares esterificados e os similares, e po-

lissacarideos ou polimeros de agucar), que podem estar presentes de forma
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isolada ou em combinacdo, compreendendo isoladamente ou em combina-
coes de 1 a99,99% em peso ou volume. Os excipiente de proteinas de e-
xemplo incluem albumina do soro tal como a albumina do soro humano
(HSA), albumina humana recombinante (rHA), gelatina, caseina e os simila-
res. Os componentes de amino&cido/anticorpo representativos, que também
podem funcionar em uma capacidade de tampao, incluem a alanina, glicina,
arginina, betaina, histidina, acido glutamico, acido aspartico, cisteina, lisina,
leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, aspartame e os similares.
Um aminoacido de preferéncia é a glicina.
 Os excipientes de carboidratos adequados“ para serem usados
na inveng¢do incluem, por exemplo, monossacarideos tais como a frutose,
maltose, galactose, glicose, D-manose, sorbose e os similares; dissacari-
deos, tais como lactose, sacarose, trehalose; celobiose e os similares; polis-
sacarideos, tais como a rafinose, melezitose, maltodextrinas, dextranos, a-
midos e os similares; e alditois, tais como o mahitol, xilitol, maltitol, lactiol,
xilitol sorbitol (glicitol), mioinositol, e os similares. Os excipientes de carboi-
dratos de preferéncia para serem usados na presente invengéo sao manitol,
trehalose e rafinose. |
As comp_osigées de anticorpo anti MCP-1 também podem incluir
um tampdo ou um agente de ajuste do pH; tipicamente o tampao € um sal
preparado a partir de um acido ou base organica. Os tampdes representati-

vos incluem sais de acidos organicos tais como os sais de acido citrico, aci-

- do ascorbico, acido glucénico, acido carbénico, acido tartarico, acido succi-

nico, acido acético, ou acido ftalico; tampoes de Tris cloridrato de trometami-
na ou fosfato. Otampdes de preferéncia para serem usados nas presentes ‘
composi¢des sao os sais de &cido organico tais como o citrato.

Além disso, as composi¢des de anticorpo anti MCP-1 da inven-
cdo podem incluir excipientes/aditivos polimeéricos tais como as polivinil pirro-
lidonas, ficéis (um agucar polimérico), dextratos (como por exemplo, ciclo-
dextrinas, tais como 1-hidroxipropil-B-ciclodextrina), polietileno glicois, agen-
tes de aromatizagdo, agentes antimicrobianos, adogantes, agentes antiesta-
tica, surfatantes (como por exemplo, polissorbatos tais como o "TWEEN 20"
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e TWEEN 80") lipidios (como por exemplo, fosfolipidios, acidos graxos), es-
teréides (como por exemplo, colesterol) e agentes de quelagao (por exemplo
o EDTA).

Esses e outros excipientes farmacéutiéos adicionais conhecidos
e/ou aditivos adequados para serem usados no anticorpo anti-MCP-1, parte
ou composi¢bes variantes de acordo com a invengdo sdo conhecidos na
técnica, por exemplo, como relacionados em “Remington: The Science &
Practice of Pharmacy", 19" ed., Williams & Williams, (1995), e no "Physici-
an's Desk Reference”, 52™ ed., Medical Economics, Montvale, NJ (1998), a
descrigéo dos quais fica inteiramente incorporada aqui, neste pedido de pa-
tente, por referéncia. Os materiais de veiculo ou de excipientes de preferén-
cia sdo os carboidratos (por exemplo, sacarideos e alditéis) e os tampoes
(por exemplo, citrato) ou agentes polimeéricos.

9. Formulacdes. ,
Como observado acima, a invengdo proporciona formulagoes

estaveis adequadas para uso farmacéutico ou veterinario, compreendendo
pelo menos um anticorpo anti MCP-1 em uma formulagcao farmaceuticamen-
te aceitavel.

Como observado acima, a invehgéo proporciona um artigo de
fabricagdo, compreendendo material de embalagem e pelo menos um frasco
compreendendo uma solugéo de pelo menos um anticorpo.anti-MCP-1, com
os tampdes e/ou conservantes prescritos, opcionalmente em um diluente
aquoso, em que o referido material de embalagem compreende uma roétulo
que indica que tal solugdo pode ser mantida durante um peh’odo de 1, 2, 3,
4,5,6,9, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48, 54, 60, 66, 72 horas ou mais. A in-
vencdo também compreende um artigo de fabricagao, cbmpreendendo ma-
terial de embalagem, um primeiro frasco compreendendo pelo menos um
anticorpo anti-MCP-1 liofilizado, e um segundo frasco compreendendo um
diluente aquoso do tamp&o ou do conservante prescrito, em que 0 referido
material de embalagem compreende uma rétulo que instrui um paciente para
reconstituir pelo menos um anticorpo anti-MCP-1 liofilizado no diluente a-

quoso para a formagao de uma solugdo que pode ser mantida durante um
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periodo de vinte e quatro horas ou maior.

A faixa de pelo menos um anticorpo anti MCP-1 no produto da
presente invengdo inclui quantidades que produzem depois da reconstitui-
cdo, em um sistema seco/molhado, concentracdes a partir de cerca de 1,0
pg/ml até cerca de 1000 pug/ml, embora concentragdes mais baixas ou mais
altas sejam operaveis e s@o dependentes do veiculo de suprimento preten-
dido, como por exemplo, formulagdes de solugao serdo diferentes de méto-
dos de adesivo transdérmico, pulmonares; por transmucosa ou osmodtica ou
de micro bombas.

O diluente aquoso também compreende opcionalmente um con-
servante farmaceuticamente aceitavel. Os conservantes de preferéncia in-
cluem aqueles selecionados a partir do grupo que consiste em fenol, m-
cresol, p-cresol, o-cresil, clorocresol, alcool de benzila, parabeno de alquila
(metila, etila, propila, bufila e os similares), cloreto de benzalconio, deidroa-
cetato de sodio e timerosal, ou as misturas dos mesmos. A concentragéo do
conservante usado na formulacdo é uma concentragéo suficiente para pro-
duzir um efeito anti microbiano. Essas concentragdes sdo dependentes do
conservante selecionado e sdo determinadas com facilidade pelo artesao
habilitado. |

Outros excipientes, como por exemplo, os agentes isotonicos,
tampdes, antioxidantes, aumentadores de preservagéo__, podem ser opcio-
nalmente e de prefe'réncia adicionados ao diluente. Um agente de capacida-
de isotbnica, tal como a glicerina, € comumente usado em concentragdes
conhecidas. As formulagdes podem cobrir uma faixa ampla de pH, tal como
a partir de cerca de pH 4 até cerca de pH 10, e de preferéncia variam a partir
de cerca do pH 5 até cerca de pH 9, e em uma faixa de maior preferéncia de
cerca de 6,0 até cerca de 8,0. De preferéncia as formulagoes da presente
invencdo tém um pH entre cerca de 6, 8 e cerca de 7.8. Os tampﬁes de pre-
feréncia incluem os tampdes de fosfato, de mais preferéncia fosfato de s0-
dio, especificamente solugdo salina tamponada com fosfato (PBS).

Outros aditivos, tais como solubilizantes farmaceuticamente a-

ceitaveis como o Teen 20 (monolaurato de polioxietileno sorbitano (20)),
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Tween 40 (monopalmitato de polioxietileno sorbitano (20)), Tween 80 (mo-
nooleato de polioxietileno sorbitano (20)), Pluronic F68 (copolimeros em blo-
co de polioxoetileno e polioxipropileno), e PEG (polietileno glicol) ou surfa-
tantes nao idnicos tais como o polissorbato 20 ou 80 ou 0 poloxémero 184
ou 188, polis Pluronic®, outros copolimeros em bloco, e quelantes tais como
EDTA e AGTA podem ser adicionados opcionaimente as formulagdes ou

composigbes para a redugdo da agregacéo. Esses aditivos sdo especifica-

mente Uteis se for usado um recipiente de bomba ou de plastico para a ad-
ministracdo da formulagdo. A presenga de um surfatante farmaceuticamente
aceitavel mitiga a propenséo da proteina para se agregar.

As formulagbes da presente invengdo podem ser preparadas
através de um prdcesso que compreende a misturagdo de pelo menos um
anticorpo anti MCP-1 e uma solugdo tamponada em quantidade suficiente
para prover a proteina nas concentragoes desejadas. As variacdes desse
processo poderdo ser reconhecidas por uma pessoa versada na técnica. Por

‘exemplo, a ordem em que os componentes sao adicionados, se forem usa-

dos aditivos adicionais, a temperatura e o pH nos quais a formulagao & pre-
parada, sdo todos os fatores que podem ser otimizados com relagao a con-
centragdo e os meios de administrag@o usados.

As forrhulagées reivindicadas podem ser providas a pacientes
como solugdes ou como frascos duplos compreendendo um frasco de pelo
menos um anticorpo anti MCP-1 liofilizado que é reconstituido com um se-
gundo frasco contendo agua, um conservante e/ou excipientes, de preferén-
cia um tampao de fosfato e/ou solugdo salina e um sal escolhido em um di-
luente aquoso. Tanto um frasco de solugdo Unica ou uma dupla de frascos
necessitando de reconstituicio podem ser reusados mdltiplas vezes e po-
dem ser suficientes para um ciclo unico ou multiplos ciclos de tratamento do
paciente e desse modo podem prover um regime de tratamento mais conve-
niente do que o correntemente disponivel.

Os artigos de fabricagdo presentemente reivindicados sao uteis
para a administragéo durante um periodo a partir de imediatamente até vinte

e quatro horas ou maior. Por consequéncia, 0s artigos de fabricagao presen-
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temente reivindicados oferecem vantagens significativas para o paciente. As
formulagdes da invengao podem opcionalmente ser armazenadas com segu-
ranca em temperaturas a partir de cerca de 2 até cerca de 40°C e conser-
vam a atividade bioldgica da proteina durante periodos de tempo prolonga-
dos, permitindo desse modo um rétulo na embalagem indicando que a solu-
cdo pode ser mantida e/ou usada durante um periodo de 6, 12, 18, 24, 36,
48, 72, ou 96 horas, ou maior. Se for usado um diluente preservado, esso
rotulo pode incluir o uso em até de 1 a 12 meses, durante meio ano, um ano
€ meio e/ou dois anos.

O produto reivindicado pode ser provido |nd|retamente aos paci-
entes atraves da provisdo para farmécias, clinicas e outras de tais institui-
coes e facilidades, de solucdes transparentes ou de frascos duplos compre-
endendo um frasco de pelo menos um anticorpo anti-MCP-1 liofilizado que é
reconstituido com um segundo frasco contendo o diluente aquoso. A solugdo
transparente neste caso pode ser de até um litro ou mesmo maior em tama-
nhb, provendo um reservatorio maior a partir do qual pequenas por¢oes de
pelo menos uma solugéo de anticorpo possam ser retiradas uma ou multi-
plas vezes para serem transferidas para frascos menores e providas pela
farmacna ou clinica aos seus consumidores e/ou pacientes.

Dispositivos reconhecidos compreendendo esses sistemas de
frascos_unico ou duplos incluem aqueles dispositivos de injetor tipo caneta
para o suprimento de uma solucdo tal como o BD Pens, BD Autojector®,
Humaject® NovoPen®, B-D®Pen, AutoPen®, e OptiPen®, GenotropinPen®,
Genotronorm Pen®, Humatro Pen®, Reco-Pen®, Roferon Pen®, Biojector®,
lject®, J-tip Needle-Free Injector®, Intraject®, Medi-Ject®, por exemplo, tais
como fabricados ou desenvolvidos por Becton Dickensen (Franklin Lakes,
NJ, www.bectondickenson.com),  Disetronic (Burgdorf, Suica,
www.disetronic.com; Bioject, Portland, Oregon (www.bioject.com); National
Medical Products, Weston Medical (Peterborough, UK, www.weston-
medical.com), Medi-Ject Corp (Minneapolis, MN, www.mediject.com). Os
dispositivos reconhecidos compreendendo o sistema de frascos duplos in-

cluem aqueles sistema de injetor tipo caneta para a reconstituicao de um
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farmaco liofilizado em um cartucho para o suprimento da solu¢cao reconstitu-
ida tal como o HumatroPen®.

Os produtos presentemente reivindicados incluem o material de
embalagem. O material de embalagem prové, além da informacao requerida
pelas agencias reguladoras, as condigbes sob as quais o produto pode ser
usado. O material de embalagem da presente invengao prové instrucoes ao
paciente para a reconstituicdo do pelo menos um anticorpo anti MCP-2 no
diluente aquoso para formar uma solugao e para usar a solugdo durante um
periodo de 2 a 24 horas ou mais para o produto de dois frascos, molha-
do/seco. Para o produto de solugdo de um frasco unico, o rotulo indica que |
tal solugado pode ser usada durante um periodo de 2 a 24 horas ou maior. Os
produtos presenterhente reivindicados sao Uteis para serem usados em pro-
dutos farmacéuticos humanos.

Outras formulages ou métodos para a estabilizagao de um anti-
corpo anti MCP-1 podem resultar outra solugao, que néo a solucéo transpa-
rente de pod liofilizado compreendendo o referido anticorpo. Entre as solu-
¢Oes ndo transparentes estdo as formulagoes que compreendem as suspen-
sbes particuladas, os referidos particulados sendo uma composi¢ao que con-
tém o anticorpo anti MCP-1 em uma estrutura de dimensdes variaveis e co-
nhecidos de forma variada como uma microesfera, micro particula, nano par-
ticula, nano esfera, ou lipossomo. Essas formulagoes particuladas essenci-
almente esféricas relativamente homogéneas que contém um agente ativo
podem ser formadas através do contato de uma fase aquosa contendo 0
ingrediente ativo e um polimero e uma fase nao aquosa seguida pela evapo-

racdo da fase nao aquosa para ocasionar a coalescéncia das partlculas a

_partir da fase aquosa como reportada pela U. S. 4.589.330. As microparticu-

las porosas podem ser preparadas primeiro pela utilizagdo de uma primeira

fase contendo o principio ativo e um polimero disperso em um solvente con-
tinuo e removendo o referido solvente a partir da suspenséo através de se-
cagem por congelamento ou por diluicdo-extragcéo-precipitagao como repor-
tado pela U. S. 4.818.542. Os polimeros de preferéncia para essas prepara-
cbes sdo copolimeros naturais ou sintéticos selecionados a partir do- grupo
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que consiste em gelatina, agar, amido, arabinogalactano, albumina, colage-
no, acido poliglicdlico, &cido polilactico, glicolida-L(-) lactidio poli(epsilon-
caprolactona), poli(acido epsilon-caprolactona-CO-lactico, poli(acido epsilon-
caprolactona-CO-glicdlico), poli(acido B-hidréxi butirico), oxido de polietileno,
polietilen‘o, poli(alquil-2-acrilato de ciano), poli(metacrilato de hidroxietil), po-
liamidas, poli(aminoacidos), poli(2-hidroxietil DL-aspartamida), poli(éster de
uréia), poli(L-fenilalanina/etileno glicol/1,6 diidrocianato hexano) e po-
liimetacrilato de metil).

Os polimeros de preferéncia especifica sdo os poliésteres tais como o acido
poliglicélico, acido poliacético, glicolida-L(-)lactido poli(epsilon-caprolactona;
poli(acido  epsilon-caprolactona-CO-lactico, e  poli(acido  epsilon-
caprolactona-CO-giicélico). Os solventes Uteis para a dissolu¢éao do polimero
e/ou do ingrediente ativo incluem &gua, haxafiuorisopropanol, cloreto de me-
tileno, tetraidrofurano, hexano, benzeno ou sesquiidrato de hexafluor aceto-
na. O processo para a disperséo da fase que contém o ingrediente ativo com
a segunda fase pode incluir forcas com pressao a referida primeira fase a-
través de um orificio ou bocal para efetuar a formagao de goticulas.

As formulagbes em p6 seco podem partir de outros processos
que nao o de liofilizagao tais como através de secagem por pulverizagdo, ou
extracdo do solvente através de evaporagao ou pela precipitagdo de uma
composicao cristalina seguida por uma ou mais etapas para a remogao do
solvente aquoso ou ndo aquoso. A preparagdo de uma preparagédo de anti-
corpo por secagem por pulverizagdo é ensinada na U. S. 6.019.968. As '
composicdes de pd seco com base no anticorpo podem ser produzidas atra-
vés de solugbes ou suspensodes pastosas de secagem por pulveriza¢gdo do
anticorpo e,opcionalmente, excipientes, em um solvente sob condigdes para
prover um pé seco respiravel. Os solventes podem incluir compostos polares
tais como a agua e etanol, que podem ser secados com facilidade. A estabi-
lidade do anticorpo pode ser aumentada através da realizagao dos procedi-
mentos de secagem por pulverizagdo na auséncia de oxigénio, tal como sob
uma atmosfera de nitrogénio ou através da utilizagéo do nitrogénio como o
gas de secagem. Outra formulagéo relativamente seca é uma dispersao de
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uma pluralidade de microestruturas perfuradas dispersas em um meio de
suépenséo que compreenda tipicamente um propelente de hidrofluoraicano,
como ensinado na WO 99/16419. As dispersdes estabilizadas podem, ser
administradas ao puimao de um paciente com a utillizagéo de um inalador de
dose medida. Os equipamentos Uteis na fabricagdo comercial de medica-

mentos secados por pulverizagdo sdo fabricados por Buchi Ltd. ou Niro

“Corp.

Pelo menos um anticorpo anti MCP-1 tanto em formulagdes ou

solugoes estaveis como preservadas descritas aqui, neste pedido de paten-

" te, podem ser administradas a um paciente de acordo com a presente inven-

¢éo através de uma variedade de métodos de suprimento incluindo inje¢ao
SC ou IM: transdérmico, pulmonar, transmucosa, implante, bomba osmética,
cartucho, microbomba, ou outros meios apreciados pelo versado, como bas-
tante conhecidos né técnica.
10. Aplicacdes Terapéuticas.

A presente invengdo também proporciona um método para a

modulagéo ou o tratamento de pelo menos uma doenga relacionada com a
MCP-1 em uma célula, tecido, 6rgéo, animal ou paciente, como conhecida
na técnica ou como descrita aqui, neste pedido de pafente, com a utilizagao
de pelo menos um anticorpo MCP-1 da presente invengéo. A presente in-
vencao também proporciona um método para a modulagéo ou o tratamento
de pelo menos uma doenga relacionada com a MCP-1, em uma célula, teci-
do, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo, porém nao limitando a, pelo menos
uma doenga maligna, doenca metabdlica, uma doenga relacionada com i-
munizag¢do ou inflamatéria, uma doenga cardiovascular, uma doehga infec-
ciosa, ou uma doenga neurologica. |

Essas condigc“)és sdo selecionadas a partir de, porém nao estio
limitadas a, doencas ou condicdes mediadas pela adesdo de células e/ou
angiogénese. Essas doengas ou condi¢des incluem um disturbio ou doenca
de imunizagdo, um distirbio ou uma doenga cardiovascular, um disturbio ou
uma doenca infecciosa, maligna e/ou ‘neurolégivca, ou outras condigoes co-
nhecidas ou especificadas como relacionadas com a MCP-1. Especifica-
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mente, 0s anticorpos sio Uteis para o tratamento de doengas que envolvem
a angiogénese tais como a doenga do olho e doenga neoplasica, remodela-
cao de tecido como a restenose, € proliferagdo de determinados tipos de
células especificamente os carcinomas de células epiteliais e escamosas. As
indicacbes especificas incluem o uso no tratamento de aterosclerose, reste-
nose, metastase do cancer, artrite reumatdide, retinopatia diabética e dege-
neragdo macular. Os anticorpos neutralizantes da invencao também sdo u-
teis para a prevengdo ou o tratamento de reabsor¢ao ou degradacao de os-
so ndo desejada, por exemplo, como encontrada na osteoporose ou resul-
tante da‘expresséo exagerada de PTHrP por alguns tumores. Os anticorpos
podem também ser Uteis para o tratamento de diversas doencas fibréticas -
ta‘is como fibrose pulmonar idiopatica, nefropatia diabética, hepatite e cirro-
se.

Desse modo, a presente invengdo prove um método para a mo-
dulacdo ou o tratamento de pelo menos uma d'oenga relacionada com a
MCP-1, em uma célula, tecido, ‘érgéo, animal ou paciente, como conhecidas
na técnica ou como descritas aqui, neste pedido de patente,com a utilizagao
de pelo menos um anticorpo MCP-1 da presente invengao. As indicagcdes
especificas sao discutidas abaixo:

Doenca Pulmonar

A presente invengdo também proporciona um método para a
modulagao ou o tratamento de pelo menos uma doenga maligna em uma
célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo, porém n&o limitada a,
pelo menos uma de: pneumonia, abscesso no pulmao, doenga ocupacional
pulmonar causada por agentes na forma de poeiras, gases, ou névoas; as-
ma, bronquidlite fibrosa obliterans, insuficiéncia respiratoria, doengas da hi-
persensibilidade dos pulmdes incluindo pneumonite de hipersensibilidade
(alveolite alérgica extrinseca), aspergilose bronco pulmonar e reagoes a far-
macos; sindrome do desconforto respiratério adulto (ARDS), sindrome de
Goodpasture, disturbios obstrutivos cronicos das vias aéreas, doencgas in-
tersticiais idiopaticas do pulméo tais como fibrose pulmonar idiopatica e sar-

coisidose, pneumonia intersticial descamativa, pneumonia intersticial aguda,
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bronquiolite respiratdria associada com doenga intersticial do pulmao, bron-
quiolite obliterans com o pneumonia e organizando, pneumonite intersticial
linfcitica, granulomatose da célula de Langerhans, hemosiderose idiopatica
pulmonar; bronquite aguda, proteinose pulmonar alveolar, bronquiestasia,
disturbios pleurais, atelectasis, fibrose cistica, e tumores do pulmé&o, e embo-
lismo pulmonar. '

' Doenca Maligna
A presente invengdo também proporciona um meétodo para a

modulacéo ou tratamento de pelo menos uma doeng¢a maligna em uma célu-
la, tecido, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo, porém néo limitadas a, pelo
menos uma de: leucemia, leucemia aguda, leucemia linfoblastica aguda,
(ALL)Célula B, célula T ou FAB ALL, leucemia mieliide aguda (AML), leuce-
mia mielocitica crénica (CML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia
de célula do pelo, sindrome mielodiplastica (MDS), um linfoma, doenca de
Hodgkin, um linfoma maligno, linfoma n&o de hodgkin, linfoma de Burkitt,
‘mieloma muiltiplo, sarcoma de Kaposi, carcinoma colo retal, carcinoma pan-
credtico, carcinoma da célula renal, cancer de mama, carcinoma nasofarin-
gico, histiocitose maligna, sindrome para neopléasica/hipercalcemia de malig-
nidade, tumores sélidos, adenocarcinomas, carcinoma de células escamo-
sas, sarcomas, melanoma maligno, melanoma especificamente metatastico,
_,hemangioma,»,doenga}metastética, cancer relacionado a reabsorgao c’)sse‘a,
cancer relacionado a dor éssea e os similares.
Doenca Relacionada com Imunizagéo.

A presente invengdo também proporciona um metodo para a

modulagdo ou tratamento de pelo menos uma doenga relacionada com a
imunizagdo em uma célula, tecido, 6rgédo, animal ou paciénte, incluindo, po-
rém n&o limitadas a, pelo menos uma de artrite reumatdide, artrite reumatdi-
de juvenil, artrite reumatodide »juvenil sistémica inicial, artrite psoriatica, es-
pondilite anquilosante, Ulcera géstrica, artropatias soro negativas, osteoartri-
te, doenca inflamatéria do intestino, colite ulcerativa, lupus etitematoso sis-
témico,sindrome antifosfolipidios, iridocistite/uveite neurite Otica,fibrose pul-

monar idiopatica, granulomatose sistémica vasculite de Wegeger, sardoisi-
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dose, orquite/procedimentos de reversdo de vasectomia, doencgas alérgicas
atopicas, asma, rinite alérgica, eczema, dermatite alérgica de contato, con-
juntivite alérgica, pneumonite de hipersensibilidade, transplantes, rejeicao de
transplante de 6rgdos. Doenga de enxerto versus hospedeiro, sindrome de
resposta inflamatdria sistémica, sindrome se septicemia, septicemia gram-
positiva, septicemia gram-negativa, septicemia de cultura negativa, septice-
mia fungica, febre neuropénica, urosepticemia, meningococemia, trau-
ma/hemorragia, queimaduras, exposi¢do a radiagao ionizante, pancreatite
aguda, sindrome do desconforto respiratério adulto, artrite reumatdide, hepa-
tite induzida pelo alcool, patologias inflamatdrias crénicés, sarcoidose, pato-
logia de Chron, anemia da célula foice, diabetes, nefrose, doencas atépicas,
reagGes de hipersensibilidade, rihite alérgica, febre do feno, rinite perene,
conjuntivite, endometriose, asma, urticaria, anafilaxe sistémica, dermatite,
anemia perniciosa, doenga hemolitica, trombocitopenia, rejeicao de enxerto
de qualquer 6rgdo ou tecido, rejeicdo ao transplante de rim, rejeicao ao
trahsplante de coracéo, rejeigdo ao transplante de figado, rejeicao ao trans-
planté de medula 6ssea (BMT), rejeicdo a enxerto de pele, rejeigao ao trans-
plante de cartilagem, rejeicdo ao transplante de 0sso, rejeicao ao transplante
de intestino delgado, rejeicdo ao transplante de timo fetal, rejeicéo ao trans-

plante de paratiredide, rejéigéo ao enxerto de qualquer 6érgdo ou tecido, re-

~ jeicdo ao transplante de enxerto, reagdes de hipersensibilidade anti-receptor,

doenca de Graves, doenga de Raymond, diabetes tipo B resistente a insuli-
na, asma, miastenia gravis, citotixodez mediada por anticorpo, reagdes de
hipersensibilidade do tipo lll, lupus eritematoso sistémico, sindrome de PO-
EMS (polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gamopatia nonocléni-
ca, e sindromes de mudangas da pele), polineuropatia, organonegalia, en-
docfinopatia, gamopatia nonoclénica, e sindromes de mudangas da pele,
sindrome antifosfolipidio, pénfigo, escleroderma, doenca mista do tecido co-
nectivo, doenca idiopatica de Addison, diabete melito, hepatite ativa crbnica,
cirrose biliar primaria, vitiligo, vasculite, sindrome de cardiotomia por M, hi-
persensibilidade do tipo 1V, dermatite de contato, pneumoinite de hipersensi-
bilidade, rejeigdo de enxerto, granulomas devido a organismos intracelula-
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res, sensibilidade ao farmaco, metabélico/idiopatico, doenga de Wilson, he-
macromatose, deficiéncia de alfa-1-antitripsina, retinopatia diabética, tiroidite
de hashimoto, osteoporose, avaliagdo do  eixo hipotalémiéo-pituitéria-
adrenal, cirose biliar primaria, encefalomielite, caquexia, fibrose Cistica, do-
enca de pulmdo neonatal, doenga obstrutiva pulmonar cronica (COPD), lin-
fohistocitose hematofagocitica familiar, condicdes dermatolégicas, psoriase,
alopécia,sindrome nefrética, nefrite, nefrite glomerular, insuficiéncia renal
aguda, hemodiélise, uremia, toxidez, pré-eclampsia, terapia OKT3, terapia
anti CD3, terapia de citocina, quimioterapia, terapia de radiagdo (por exem-

| plo, incluindo, porém n&o limitada a astenia, anemia, caquexia e 0s simila-

res) intoxicacao cronica por salicilato, e os similares. Vide, por exemplo, o
Merck Manual, 12th-17th Editions, Merck & Company, Rahway, NJ (1972,
1977, 1982, 1987, 1992, 1999), Pharmacotherapy Handbook, Wells et al.,
eds., Second Edition, Appleton and Lange, Stamford, Conn. (1998, 2000),
cada um inteiramente incorporado por referéncia.

Doenca Cardiovascular

Relacionada com Imunizacdo.

A presente invengdo também proporciona um meétodo para a
modulagdo ou tratamento de pelo menos uma doenga cardiovascular em
uma célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo, porém nao limitadas
a, sindrome de "stun" cardiaco, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca
congestiva, acidente vascular cerebral, acidente vascular cerebral isquémi-
co, hemorragia, arteriosclerose, aterosclerose, restenose, doenca aterioscle-
rética diabética, hipertenséo, hipertensdo arterial, hipertenséo renovascular,
sincope, choque, sifilis do sistema cardiovascular, insuficiéncia cardiaca, cor
pulmonale, hipertensdo pulmonar primaria, arritmias cardiacas, batimentos
atriacos etépicos, palpitagéo atrial, fibrilacdo atrial (continua ou de paroxis-
mo), sindrome pds perfusdo, resposta a inflamagéo de desvio cardiopulmo-
nar, taquicardia atrial cadtica ou multi-focal, taquicardia QSR regular estreita,
arritmias especificas, fibrilacdo ventricular, arritmias de novelo His, blogueio
atriovantricular, bloqueio do ramo do novelo, disturbios miocardicos isquémi-

cos, doenca da artéria corondria, angina pectoris, infarto do miocardio, car-
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diomiopatia, cardiomiopatia congestiva dilatada, cardiomiopatia restritiva,
doengas das valvulas do coragdo, endocardite, doenga do pericardio, tumo-
res cardiacos, aneurismas da aorta e periféricos, disecagao da aorta, infla-
magdo da aorta, oclusdo da aorta abdominal e suas ramificagcdes, disturbios
vasculares periféricos, disturbios de ocluséo arterial, doenca aterosclerética .
periférica, thromboangitis obliterans, disturbios arteriais periféricos funcio-
nais, fendmeno e doenga de Raynaud, acrocianose, eritromegalgia, doengas
venosas, trombose venosa, veias varicosas, fistula arterovenosa, linfoderma,
lipidemia, angina instavel, leséo de reperfusao, sindrome pos bomba, lesdo
de isquémia de reperfuséo, e os similares. Esse método pode opcionalmente
compreender a administragdo de uma quantidade eficaz de uma composi¢ao
ou composicdo farmacéutica compreendendo pelo menos um anticorpo anti
MCP-1 a uma célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente que esteja necessi-

tando de tal modulagéo, tratamento ou terapia.

Doenca Neurolégica.

| A presente invengdo também proporciona um método para a
modulagdo ou tratamento de pelo menos uma doenga neurolégica em uma
célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo, porém ndo limitadas a
pelo menos uma de: doengas neuro degenerativas, -esclerose mdultipla, dor
de cabeca enxaqueca, complexo de deméncia de AIDS, doengas diemilinan-
tes, tais como esclerose multipla e mielite transversa aguda, disturbios extra
piramidais e do cerebelo tais como lesbes do sistema cértico espinhal, dis-
tarbios dos ganglios basais ou distarbios do cerebelo, disturbios de movi-
mento hiper cinético tais como Corea de‘HUntington e corea senil; disturbios
do movimento induzidos por farmacos, tais como aqueles induzidos por far-
macos que bloqueiam os receptores de dopamina do SNC, disturbios de
movimento hiper cinético, tais como a mal-de-Parkinson; Paralisia progressi-
va supra nucleo, lesdes estruturais do cerebelo, degeneragao espinho cere-
bélica, tal como ataxia espinhal, ataxia de Friederich, degeneragoes corticais
do cerebelo, degenera¢des multiplas de sistema (Mencel, Dejerine-Thomas,
Shi-Drager, e Machado-Joseph); distirbios sistémicos (doenca de Refsuns,
abetalipoprotemia, ataxia, telangiectasia e disturbios do multi sistema mito-

7/
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condrial), disturbios do nucleo "demylinating", tais como esclerose multipla,
mielite transversa aguda; e disturbios de unidade motora tais como atrofias
musculares (degeneracgéo celular anterior ao nascimento, tais como esclero-
se lateral amiotréfica, atrofia muscular espinhal infantil e atrofia muscular
espinhal juvenil); doenga de Alzheimer, Dindrome de Down na meia idade;
doenca difusa do corpo de Lewy; Deméncia senil do tipo do corpo de Lewy;
sindrome de Wernicke-Korsakoff; alcoolismo cronico; doenga de Creutzfeldt-
Jakob; panencefalite esclerosante sub aguda; doenga de Hallerrorden-Spatz;
e Deméncia pugilistica, e os similares. Esse método pode opcionalmente
compreender a administragdo de uma quantidade eficaz de uma composigao
ou composigéo farmacéutica compreendendo pelo menos um anticorpo ant
MCP-1 ou uma pavrte especifica ou variante a uma célula, tecido, érgéo, a-
nimal ou paciente que esteja necessitando de tal modulagao, tratamento ou
terapia. Vide, por exemplo, o Merck Manual, 16™ Edition, Merck & Company, .
Rahway, NJ (1992).

Condicoes Fibréticas
Além das condi¢cdes e doengas acima descritas, a presente in-

vencdo também proporciona um método para a modulagao ou o tratamento
de condicdes fibréticas de varias etiologias tais como fibrose do figado (in-
cluindo, porém né&o limitada a cirrose induzida pelo &lcool, cirrose de indugéo
virética, hepatite induzida por auto imunizagao). fibrose do pulméo (incluindo,
porém néo limitada a escleroderma, fibrose pulmonar idiopatica); fibrose do
rim (incluindo, porém nio limitada a escleroderma, nefrite diabética, nefrite

glomerular, nefrite de lupus); fibrose dérmica (incluindo, porém nao limitada

" a escleroderma, formacdo.de cicatriz hipertréfica ou queléide, queimaduras);

mielofibrose; Neurofibromatose; fibroma, fibrose intestinal; e adesoes fibroti-
cas resultantes de procedimentos cirargicos.

A presente invengdo também proporciona um metodo para a
modulagdo ou o tratamento de pelo menos uma lesdo, trauma ou lesao de
tecido ou condi¢do cronica resultante de ou relacionada aos mesmos, em
uma célula, tecido, 6rgéo, animal ou paciente, incluindo, porém nao limitando

a, pelo menos um de: lesdo corporal ou um trauma associado com cirurgia
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incluindo cirurgia torécica, abdominal, do cranio ou oral; ou na qual a lesao €
selecionada a partir do grupo que consiste em lesbes assépticas, lesdes de
contusao, lesdes de incisdo, lesdes laceradas, lesdes ndo penetrantes, le-
sbes abertas, lesdes penetrantes, lesdes perfuradas, lesoes de puncéo, le-
sbes sépticas, lesdes de infarto ou subcutaneas; ou em que a leséo ¢é sele-
cionada a partir do grupo que consiste em ulceras isquémicas, escaras de
pressao, fistulas, mordidas graves, queimaduras térmicas e lesdes de local
doador; ou nas quais a lesdo é uma lesdo aftosa, uma lesdo traumatica ou
uma lesdo associada ao herpes. As lesbes dos locais doadores sdo lesdes
que ocdrrem, por exemplo, em conex@o com a remogéo de tecido duro de
uma parte do corpo para outra parte do corpo como por exemplo, em cone-
x30 com transplantes. As lesdes resultantes a partir de tais operagdes sao
muito dolorosas e uma cicatrizagdo melhorada é por esse motivo muito vali-
osa. A fibrose de lesdo também é tratdvel com uma terapia de anticorpo anti
MCP-1 na medida em que as primeiras células que invadem a area da lesao
sdo os neutrdfilos seguidos pelos mondcitos que sdo ativados pelos macro-
fagos. Os macréfagos sdo considerados como sendo essenciais para a cica-

trizagdo eficaz da lesdo em que eles também séo responsaveis pela fagoci-

tose de organismos patogéhicos e uma limpeza dos restos de tecido. Além
do mais, eles liberam numerosos fatores envolvidos em eventos subsequen-
tes do processo de cicatrizagdo. Os macréfagos atraem os fibroblastos que
iniciam a produgéo'de colageno. Quase todos os processos de reparo de
tecido incluem a formagéao inicial de tecido conectivo, um estimulo desse
processo e dos processos subsequentes melhora a cicatrizagdo do tecido,
no entanto a producdo exagerada de tecido conectivo e de colageno pode
levar a um tecido fibrético caracterizado como nao elastico e hipoxico. Os
anticorpos anti MCP-1 da invengdo podem ser usados em metodos para a
modulacdo, tratamento ou prevengdo de tais seqlelas da cicatrizagao de
lesGes.

Os presentes anticorpos da presente invengdo tambeém podem
ser usados em métodos para a modulagdo ou o tratamento de pelo menos

um sintoma de rejeicdo crénica de um 6rgéo, tecido ou célula transplanta-
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dos, tal como um transplante cardiaco.
Outros Usos Terapéuticos de Anticorpos Anti MCP-1.

A presente invengdo também proporciona um método para a
modulagdo ou o tratamento de pelo menos uma doenca infecciosa em uma
célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente, incluindo porém ndo limitando a,

pelo menos uma: infec¢do bacteriana aguda ou cronica, processos infeccio-

sos ou parasiticos agudos ou crénicos, incluindo as infeccdes bacterianas,

viréticas ou fungicas, infecgdo HIV/neuropatia HIV, meningite, hepatite (A, B
ou C ou similares) artrite séptica, peritonite, pneumonia, epiglotite, e. coli
0157:h7, sindrome hemolitica urémica/purpura trombolitica trombocitopeni-
ca, maldria, febre dengue hemorrdagica, leishimaniose, lepra, sindrome do
choque toxico, miosite estreptocdcica, gangrena gasosa, micobacterium tu-
berculosis, micobacterium avium intracelulare, pneumonia pneumocistis ca-
rinii, doenca inflamatéria da pélvis, orquite/epididimite, legionela, doenca de
lima, influenza a, virus de epstein-barr, sindrome hemafagocitica vital-
associada, encefalite vital/meningite asséptica,' e as similares. |
Qualquer método da ‘presehte invengdo pode compreender a
administragdo de uma quantidade eficaz de uma composi¢éo ou composicao
farmacéutica compreendendo pelo menos um anticorpo anti MCP-1 a uma
célula, tecido, 6rgdo, animal ou paciente que esteja necessitando de tal mo-
dulagao, tratamento ou terapia. Esse método também pode opcionalmente
ser, pelo menos um selecionado a partir de pelo menos um antagonista de
TNF (como por exemplo, porém nao limitado a um anticorpo ou fragmento
TNF, um receptor ou fragmento TNF soltvel, uma proteina de fusao do
mesmo, ou um antagonista TNF de molécula pequena), um anti-reumatico
(como por exemplo, metotrexato, auranofin, aurotioglucose, azatioprina, eta-
nercept, tiomalato de sodio de ouro, sulfato de hidroxicloroguina, leflunomi-
da, sulfasalzina), um relaxante muscular, um narcético, um farmaco antiin-
flamatério ndo esterdide (NSAID), um analgésico, um anestésico, um sedati-
vo, um anestésico local, um bloqueador neuromuscular, um antimicrobiano
(como por exemplo, aminoglicosidio, um antifingico, um ant parasitico, um

antiviral, a carbapenemo, cefalosporina, uma fluorquinolona, um macrolidio,
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uma penicilina, uma sulfonamida, uma tetraciclina, outros antimicrobianos),
um antipsoriatico, um corticosterdide (dexametasona), um esteréide anabdli-
co, um agente relacionado com diabetes, a-mineral, a nutritivo, um agente de
tirdide, uma vitamina, um horménio relacionado com calcio, um éntidiarréico,
um antitussigeno, um antiemético, um antitlcera, um laxativo, um anticoagu-
lante, uma eritropoieitina (como por exemplo epoetina alfa), um filgrastim
(como por exemplo G-CSF, Neupogen), um sargramostim (GM-CSF, Leuci-
na), uma imunizacdo, uma imunoglobulina (rituximab), um supressor de imu-
nizagdo (como por exemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab), um hor-
monio de crescimento, um antagonista de horménio,‘ um antagonista de
hormoénio de reprodugéo (flutamida, nilutamida, um.modulador da liberagao
de horménio (leuprolida, goserelina), um farmaco de reposi¢éo hormonal, um
modulador do receptor de estrogénio (tamoxifeno), um retindide (tretinoina),
um inibidor da topoisomérase (eposido, irinotecano), uma cicocina (doxoru-
bicina), um midridtico, um cicloplégico, um agente de alquilagao (carboplati-
na), uma mostarda de nitrogénio (melfalen, clorabucil), uma uréia nitrosa
(carmustina, estramustina), um antimetabdlito (metrotexato, citarabi-
na,fluoruracil), um inibidor mitdtico (viscristina, taxol), um radio farmacéutico,
um antidepressivo, um agente antimaniaco, um anti psicético, um ansiolitico
(lodo 131-tositumomab), um radio sensibilizados (misonidazola, tirapazami-
na), um antidepressivo, um agente anti maniaco, um anti psicotico, um an-
siolitico, um hipnétiéo, um simpatico mimético, um estimulante, donapezil,
tacrina, uma medicagéo para asma, um beta agonista, um esteréide inalado,
um inibidor de leucotrieno, uma metilxantina, uma cromolina, uma epinefrina
ou analogo, dornase alfa (Pulmozyme), uma citocina (interferon alfa-2, 1L2) '
ou um antagonista de citocina (inflixamab). As dosagens adequadas sao
bem-conhecidas na técnica. Vide, por exemplo, Wells et al., eds., Pharmaco-
therapy Handbook, 2" Edition, Appleton and Lange, Stamford, CT (2000);
PDR Pharmacopoeia, Tarascon Pocket Pharmacopoeia 2000, Deluxe Editi-
on, Tarascon Publishing, Loma Linda, CA (2000), cada uma das quais des-

sas referéncias sao inteiramente incorporadas aqui, neste pedido de patente,

por referéncia.
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As combinacgdes especificas para o tratamento de doencga neo-:
plasica compreendem a co-administragdo ou uma terapia de combinacgao
através da administracdo antes, concorrentemente, e/ou depois de um agen-
te antineoplasico, tal como um agente de alquilagéo, uma amostra de nitro-
génio, uma uréia nitrosa, um antibiético, um anti metabolito, um agonista ou
antagonista hormonal, um modulador de imunizag&o e os similares, Para uso
no melanoma metatastico e outras doencas neopldsicas, uma combinagao
de preferéncia é a de co-administrar o anticorpo com dacarbazina, interferon
alfa, interleucina-1, temozolamida, cisplatina, vimblastina, Mesilato de Imati-
nib, carnustina, paclitaxel e os similares. Para o melanoma metatastico a
dacarbazina é a de preferéncia.

11. Dosagens e Métodos de Administragéo.
Um método da presente invengdo pode compreender um méto-

do para o tratamento de um disttrbio mediado por MCP-1, compreendendo a
administragdo de uma composi¢gdo ou composicdo farmacéutica que com-
preenda, pelo menos um anticorpo anti MCP-1 a uma célula, tecido, érgao

“animal ou paciente que esteja necessitando de tal modulagao, tratamento ou

terapia. Esse método pode opcionalmente ainda compreender a co-
administracdo ou uma terapia de combinagdo para o tratamento dessas do-
engas ou disturbios, em que a administracéo do referido pelo menos um an-
ticorpo anti MCP-1, parte especificada ou variante do mesmo, compreende
também a administracdo antes, ao mesmo tempo, e/ou depois de pelo me-
nos uma selecionada a partir de um farmaco renal, um farmaco dermatoldgi-
co, um farmaco antiangiogénico, um farmaco antiinfecgdo, um farmaco para
o sistema cardiovascular (CV), um farmaco-para o sistema nervoso central
(CSN), um farmaco para o sistema nervoso autdnomo (ANS), um farmaco
para o trato respiratério, um farmaco para o trato gastrointestinal (Gl), um
farmaco hormonal, um farmaco para o equilibrio fluido ou eletrolitico, um
farmaco hematolégico, um antineoplasico, um farmaco de imunomodulagao,
um farmaco oftalmico ou nasal, um farmaco tépico um farmaco nutricional ou
similares, e pelo menos um antagonista de TNF (por exemplo, porém n&o

limitado a um anticorpo TNF ou fragmento, um receptor ou fragmento TFN
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soltvel, uma proteina de fusdo do mesmo, ou um antagonista TFN de molé-
cula pequena), um antireumatico (como por exemplo, metotrexato, auranofin,
aurotioglucose, azatioprina, etanercept, tiomalato de sddio de ouro, sulfato
de hidroxicloroquina, Ieflunomida', sulfasalzina), um relaxante muscular, um
narcético, um farmaco antiinflamatério ndo esterdide (NSAID), um analgési-
co, um anestésico, um sedativo, um anestésico local, um bloqueador neuro-
muscular, um antimicrobiano (como por exemplo, aminoglicosidio, um anti-
fungico, um antiparasitico, um antiviral, a carbapenemo, cefalosporina, uma
fliorquinolona, um macrolidio, uma penicilina, uma sulfonamida, uma tetraci-
clina, outros antimicrobianos), um antipsoriatico, um corticosterdide, um es-
terdide anabdlico, um agente relacionado com diabetes, a mineral, a nutriti-
vo, um agente de tirdide, uma vitamina, um horménio relacionado com cal-
cio, um antidiarréico, um anti-tussigeno, um antiemético, um antiulcera, um
laxativo, um anticoagulante, uma eritropoieitina (como por exemplo epoetina
alfa), um filgrastim (como por exemplo G-CSF, Neupogen), um sargramostim
(GM-CSF, Leucina), uma imunizagdo, uma imunoglobulina, um supressor de
imunizagédo (como por exemplo, basiliximab, ciclosporina, daclizumab), um
horménio de crescimento, um farmaco de reposi¢do hormonal, um modula-
dor do receptor de estrogénio, um midriatico, um cicloplégico, um agente de
alquilagdo, um antimetabdlito (metrotexato, citarabina, fluoruracila), um inibi-
dor mitético, um radio farmacéutico, um antidepressivo, um agente antimani-

aco, um antipsicéticb, um ansiolitico (lodo 131-tositumomab), um radio sen-

‘sibilizados (misonidazola, tirapazamina), um anti depressivo, um agente an-

timaniaco, um antipsicético, um ansiolitico, um hipnético, um simpatico mi-
mético, um estimulante, donapezil, tacrina, uma medicagao para asma, um
beta-agonista, um esteréide inalado, um inibidor de leucotrieno, uma metil-
xantina, uma cromolina, uma epinefrina ou analogo, dornase-alfa (Puimozy-
me), uma citocina ou um antagonista de citocina. Esses farmacos séo‘ bem-
conhecidos na técnica, incluindo formulagdes, indicagdes, dosagem e admi-
nistracdo para cada um dos apresentados aqui, neste pedido de patente (vi-
de, por exemplo Nursing 2001 Handbook of Drugs, 21 edition, Springhouse
Corp., Springhouse, PA, 2001; Health Professional's Drug Guide 2001, ed.,



10

15

20

25

30

86

Shannon, Wilson, Stang, Prentice-Hall, Inc, Upper Saddle River, NJ; Pharm-
cotherapy Handbook, Wells et al., ed., Appleton & Lange, Stamford, CT, ca-
da um inteiramente incorporado aqui, neste pedido de patente, por referén-
cia). | ‘

Tipicamente o tratamento de condi¢gdes patoldgicas € efetuado
através da administragdo de uma quantidade eficaz ou dosagem de pelo
menos uma composicdo de um anticorpo anti MCP-1 que total ou em media,
uma faixa a partir de pelo menos cerca de 0,01 até 500 miligramas de pelo
menos um anticorpo anti MCP-1 por quilograma do paciente por dose, e de
preferéncia a partir de pelo menos cerca de 0,1 até v 100 miligramas de an- |
ticorpo/quilograma do paciente por administragdo unica ou mdltipla, depen-
dendo da atividade especifica do contetdo da composi¢ao. Alternativamen-
te, a concentragéo eficaz no soro pode compreender de 0,1 ate 5000 pg/ml
de boncentragéo no soro por administragdo unica ou multipla. As dosagens
adequadas sdo conhecidas dos médicos e irdo por certo depender do estado
especifico da doenga, atividade especifica da composi¢do que esta sendo .
administrada, e do paciente especifico que estd sendo submetido a trata-
mento. Em alguns casos, para alcangar a quantidade terapéutica desejada,
pode ser necessario prover uma administragao repetida, isto €, administra-
¢Oes individuais ‘repetidas de uma dose especifica monitorada ou medida,
quando as administragic”)es individuais sdo repetidas até que a dosagem dia-
ria ou o efeito desejado seja alcangado. ‘

As doses de preferéncia poderh incluir opcionalmente, 0.1, 0.2,
0.3,0.4,0.5,0.6,0.7,0.8,09,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15,

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99 e/ou 100 a 500 mg/kg/administragdo, ou qualquer faixa, valor ou
fragdo dos mesmos, ou até alcangar uma concentracéo no soro de 0.1, 0.5,
0.9, 1.0, 1.1, 1.2, 1.5, 1.9, 2.0, 2.5, 2.9, 3.0, 3.5, 3.9, 4.0, 4.5, 4.9, 5.0, 5.5,
5.9, 6.0, 6.5,6.9,7.0,7.5,7.9, 8.0, 85, 8.9, 9.0, 9.5, 9.9, 10, 10.5, 10.9, 11,
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11.5, 11.9, 20, 12.5, 12.9, 13.0, 13.5, 13.9, 14.0, 145, 4.9, 5.0, 5.5, 5.9, 6.0,
6.5, 6.9, 7.0, 7.5, 7.9, 8.0, 8.5, 8.9, 9.0, 9.5, 9.9, 10, 10.5, 10.9, 11, 11.5,
11.9, 12, 12.5, 12.9, 13.0, 13.5, 13.9, 14, 145, 15, 15.5, 15.9, 16, 16.5, 16.9,
17, 17.5, 17.9, 18, 18.5, 18.9, 19, 19.5, 19.9, 20, 20.5, 20.9, 21, 22, 23, 24,

- 25, 26, 27, 28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100,

200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500,
4000, 4500, e/ou 5000 pg/ml de concentragdo no soro por administragcao
Unica ou multipla, ou qualquer faixa, valor ou fragdo dos mesmos.
Alternativamente, a dosagem administrada pode variar depen-
dendo de fatores conhecidos, tais como as caracteristicés farmacodinamicas
do agente especifico, e o seu modo e via de administragao; idade, saude e
peso do recebedor; natureza e grau dos sintomas, tipo de tratamento con-
corrente, freqiiéncia do tratamento e do efeito desejado. Usualmente uma
dosagem do ingrediente ativo pode ser de cerca de 0,1 até 100 miligramas
por quilograma de peso corpofal. Ordinariamente 0,1 até 50, de preferéncia
de‘O,1 até 10 miligramas por quilograma por administragéo ou em forma de
liberagdo continua s&o eficazes para serem obtidos os resultados desejados.
Como um exemplo néo limitativo, o tratamento de seres huma-
nos ou de animais pode ser.'provido como uma dosagem de uma vez ou pe-
riédica de pelo menos um anticorpo da presente invengdo de 0,1 até 100
mg/kg, tal como 0.5, 0.9, 1.0, 1.1, 15,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50, 60,
70, 80, 90 ou 100 mg/kg por dia, em pelo menos umdodiat,23,4,5,6,7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, ou 40, ou alternativamente ou adi-
cionalmente, pelo menos uma da semana de 1, 2, 3, 4, 5,6,7,8,9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
ou 52, ou alternativamente ou adicionalmente, pelo menos um de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20 anos, ou qualquer
combinagdo dos mesmos, usando doses unicas, por infuséo ou repetidas.
As formas de dosagem (c_omposigéo) adequadas para a admi-
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nistracdo interna contém em geral a partir de cerca de 0,001 miligrama até
cerca de 500 miligramas de ingrediente ativo por unidade ou recipiente.
Nessas composi¢des farmacéuticas o ingrediente ativo ira estar presente
ordinariamente em uma quantidade de cerca de 0,5 a 99,99% em peso com
base no peso total da composigao.

Para a administracdo parenteral, o anticorpo pode ser formulado
como uma solugéo, suspensdo, emulsdo, particula, pd, ou pé liofilizado em
associagdo, ou provido separadamente com um veiculo parenteral farma-
ceuticamente aceitavel. Os exemplos de tais veiculos sdo a &gua, solugao
salina, solugdo de Ringer, solugdo de dextrose e de 1 a 10% de albumina de '
soro humano. Os lipossomos e veiculos ndo aquosos tais como os oleos

fixados também podem ser usados. O veiculo ou o po liofilizado pode conter

aditivos que mantenham a capacidade isoténica (como por exemplo, cloreto
de s6dio, manitol) e estabilidade quimica (por exemplo, tamp0es.e conser-
vantes). A formulago ¢ esterilizada através de técnicas conhecidas ou ade-
quadas. Os veiculos farmacéuticos adequados estdo descritos na edi¢ao
mais recente do Remington's Pharmaceutical Sciences, A. Osol, um texto de
referéncia padrao neste campo.

Administracdo Alternativa. Muitos dos modos conhecidos e de-
senvolvidos que podem ser usados de acordo com a presente invengao para
a administragdo de quantidades farmaceuticamente eficazes de pelo menos
um anticorpo anti MCP-1 de acordo com a presente invengdo. Embora a
administragdo pulmonar seja usada na descricao que se segue, outros mo-
dos de administracdo podem ser usados de acordo com a presente invengao

~ com resultados adequados. Os anticorpos MCP-1 da presente invengao po-

dem ser supridos em um veiculo, tal como uma solugao, émulséo, coléide ou
suspensdo, ou como um pd seco, com a utilizagdo de uma variedade de dis-
positivos e métodos adequados para a administragéo por inalagao ou outros
modos descritos aqui, neste pedido de patente dentro da, ou conhecidos na
técnica.

Formulacdo e Administragdo Parenteral. As formulagbes para a

administracdo parenteral podem conter como excipientes comuns agua ou
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solugdo salina, polialquileno glicéis tais como polietileno glicbl, 6leos de ori-
gem vegetal, naftalenos hidrogenados e os similares. As suspensodes aquo-
sas ou oleosas para inje¢do podem ser preparadas através da utilizagao de
um emulsificante apropriado ou humidificador e um agente de suspensdo, de
acordo com métodos conhecidos. Os agentes para injecdo podem ser um
agente de diluicdo ndo téxico, ndo administravel por via oral, tal como uma
solucdo aquosa ou uma solug@o ou suspensdo injetavel estéril em um sol-
vente. Como o veiculo que pode ser usado ou solvente sdo permitidos a a-
gua, solugdo de Ringer, solugdo salina isotnica, etc., como um solvente
comum, ou solvente de suspensdo, pode ser usado 6leo ndo volatil estéril.
Para essas finalidades, qualquer tipo de 6leo ndo volétil e de acido graxo
podem ser usado, incluindo 6leos graxos ou &cidos graxos naturais ou sinté-
ticos ou semi sintéticos; mono-, di, ou tri-gliceridios naturais ou sintéticos ou
semi-sintéticos. A administragdo parenteral é conhecida na técnica e inclui,
porém ndo esta limitada a meios convencionais de inje¢oes, um dispositivo
de injegdo de gas pressurizado sem agulha, ou dispositivo perfurador a la-
ser, bem como conhecido na técnica ( como por exemplo, porém nao limita-
dos a materiais e métodos descritos na Patente U. S. 5.851.198 e Patente U.
S., N? 5.839.446 inteiramente inCorporadas aqui, neste pedido de patente,
por referéncia.

Suprimento Alternativo. A invengéo também se refere a adminis-
tragdo de pelo menos um anticorpo anti MCP-1 _atrévés de meios parente-
rais, subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intra-articular, intrabrénquio,
intra abdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intra cavitario, intracelial,
intracerebelo, intra cerebroventricular, intracdlica, intracervical, intra gastrico, '
intra-hepatico, intramiocéardico, intra-dsseo, intrapélvico, intrapericardico, in-
traperitonial, intrapleural, intraprostata, intrapulmonar, intraretal, intrarenal,
intra-retina, intraespinhal, intra sinovial, intratoracico, intra-uterino, intra-
vesical, intra lesdo, bolus, vaginal, retal, bucal sublingual, intranasal ou
transdérmico. Pelo menos uma composi¢do de anticorpo anti MCP-1 pode
ser preparada para uso para administragéo parenteral (subcutanea, intra-

muscular ou intravenosa)ou qualquer outra administragdo especificamente
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na forma de solugGes ou suspensoes liquidas; para uso em administragdoes
vaginais ou retais especificamente em forma semi-sélida tal como, porém
nao limitadas a, cremes e supositorios; para a administragdo bucal tal como,
porém n&o limitadas na forma de comprimidos ou capsulas; ou de modo in-
tranasal tal como, porém ndo limitadas, na forma de pods, gotas nasais ou
aerossodis ou determinados agentes; ou de forma transdérmica tal como, po-

rém ndo limitadas a um sistema de suprimento de gel, ungtiento, logao sus-

pensdo ou adesivo com aumentadores quimicos tais como o sulféxido de
dimetil para tanto modificar a estrutura da pele como para aumentar a con-
centracdo do farmaco no adesivo transdérmico (Junginger, et al. In "Drug
Permeation Enhancement"; Hsieh, D. S., Eds., pp. 59-90 (Marcel Dekker,
inc. New York 1994, inteiramente incorporados aqui, neste pedido de paten-
te, por referencna) ou com agentes oxidantes que permitam a aplicagcdo de
formulagcdes que contenham proteinas e peptidios sobre a pele (WO _
98/53847, ou aplicagcdes de campos elétricos pata a criagio de trajetos de
transporte transitorios tais como a iontoforese, ou aplicagbes de ultra som
tais como a sonoforese (Patentes U. S. N9 4,309.989 e 4.767.402 (as publi-
cagbes e as patentes acima sendo inteiramente incorporadas aqui, neste
pedido de patente, por referéncia).

Administragdo Pulmonar/Nasal. Para a administragédo pulmonar,
de preferéncia pelo menos uma composi¢do de anticorpo anti MCP-1 é su-
prida em tamanho de particula eficaz para alcanqar as vias aéreas baixas do
pulméo e dos sinus. De acordo com a invengdo, pelo menos um anticorpo
anti MCP-1 pode ser suprido através de qualquer uma de uma variedade de
dispositivos de inalagdo ou nasais conhecidos na técnica para administracao
de um agente terapéutico por inalagéo. Esses dispositivos capazes de depo-
sitar formulagbes em forma de aerossol na cavidade ou alvéolos do sinus de
um paciente incluem inaladores de dose medida, nebulizadores, geradores
de pd seco, pulverizadores e os similares. Outros dispositivos adequados
para direcionar a administragdo pulmonar ou nasal de anticorpos sao conhe-
cidos na técnica. Todos esses dispositivos podem usar formulagdes ade-
quadas para a administragéo para dispensar o anticorpo em um aerossol.
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Esses aerossoéis podem ser compostos tanto de solugées (ambas as aquo-
sas e nao aquosas) ou de particulas soélidas. Os inaladores de dose medida
tal como o inalador de dose medida Ventolin®, usam tipicamente um gas
propulsor e requerem a atuagédo durante a inspiragéo (vide, por exemplo, a
WO 94/16970, WO 98/35888). Os inaladores de p6 seco tais como o inala-
dor Turbuhaler® (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), Spiros® (Dura),
dispositivos comercializados por Inhale Therapeutics, e o inalador de p6 Spi-
nhaler® (Fisons), usam a atuagdo da respiragdo de um pd misto(US 4668218
Astra, EP 237507 Astra, WO 97/25086 Glaxo, WO 94/08552 Dura, US
5458135 Inhale, WO 94/06498 Fisons, inteiramente incorporadas aqui, neste
pedido de patente por referéncia). Nebulizadores tais como AERx® Aradigm, -

~ 0 nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt), e o nebulizador Acorn 1I® (Marquest

Medical Products) (US 5404871 Aradigm, WO 97/22376), as referéncias a-
cima inteiramente incorporadas aqui, neste pedido de patente, por referéncia
produzem aerosséis a partir de solugdes, enquanto que 0s inaladores de
dose medida, inaladores de pd seco, etc., geram aerossois de pequenas
particulas. Esses exemplos especificos de dispositivos de inalagdo comerci-
almente disponiveis sdo destinados a serem representativos de dispositivos
especificos adequados para a pratica desta invengdo, e nao estao destina-
dos a limitar o escopo da invengdo. De preferéncia, uma composi¢do com-
preendendo pelo menos um anticorpo anti MCP-1 é suprida através de um
inalador de p6 seco ou de um pulverizador. Existem varias caracteristicas
desejaveis em um dispositivo de inalagdo para a administracao de pelo me-
nos um anticorpo da presente invengéo. Por exemplo, o suprimento através
do dispositivo de inalagdo é vantajosamente confiavel, reproduzivel e acura-
do. O dispositivo de inalagdo pode opcionalmente suprir pequenas particulas
secas, como por exemplo de menos do que 10 um, de preferéncia de cerca
de 1 a 5 um para uma boa condi¢édo de respiragéo.
Exemplo 1: Geracdo de anticorpos MCP-1 especificos para exibi¢do de fa-
gos como um exemplo ndo limitativo.

As requerentes mostraram previamente as caracteristicas tera-

péuticas desejadas de um anticorpo murino anti-humano MCP-1 designado
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como C775 e descrito nos pedidos de patentes co-pendentes dos requeren--
tes U.S. Serial N2 N2 11/170453 (SEQ ID NOS: 7 e 8 daquele pedido de pa-
tente com relacdo a regides varidveis de cadeia pesada e leve, respectiva-
mente) e depésitos relacionados. O objetivo do présente esforgo'foi o de i-
dentificar pelo menos um anticorpo humano a partir de HUCAL GOLD®, que

neutralize a atividade biolégica do quimiocina humana MCP-1 e que exiba

| atributos similares. Os atributos do anticorpo C775, o assim desejado anti-

corpo anti-MCP-1 humano, foram definidos através de critérios de sucesso

mostrados abaixo: |
Critérios de Sucesso para Pelo Menos um Anticorpo Terapéuti-
co:
Se liga a MCP-1 humana em formato de fase sdlida;
Especificidade definida como faita de ligagdo a 100 nM para as
proiel’nas humanas homélogas MCP-2, 3, 4 e a Eotaxina humana1,2e3;
Inibe a ligacdo da MCP-1 humana ao seu receptor humano C-
CR2 em células T e o valor de IC50 é de menos do que para a referéncia

Fab C775; |
Inibe a quimiotaxia mediada pela MCP-1 humana das células T e

o valor de IC50 é de menos do que para a referéncia Fab C775;
| Inibe a'atividade mediada péla MCP-1 humana em uma segunda

analise_biolégica (com'o por exemplo a mabilizagéo de Ca2+ ou a internali-
zagdo do receptor induzida pela CCL-2 como um critério qualitativo sim/nao,
ou com poténcia comparavel a referéncia Fab C775 em uma analise quanti-
tativa, |

Se liga a MCP-2 humana com Kg < 0,5 nM;

Se liga a MCP-1 do macaco cinomolgo com um Kg <20 nM, e de.
preferéncia < 10 nM; |

Inibe a MCP-1 humana natural e sintetiza quimicamente a bioati-
vidade da MCP-1 humana com potencias comparaveis; '

Conserva os critérios de 1 a 8 depois do remanejamento da Fab
como umas lgG com base na forma de comprimento total da IgG do C775

como um comparador.
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Sumario do processo de selecao.
Foram executadas trés escolhas diferentes usando HuCAL

GOLD®, e 17856 clones foram submetidos a triagem resultando em 1104
resultados priméarios, Finalmente 26 Fabs unicos foram identificados se li-
gando a MCP-1 humana sintética em ELISA, Entre esses, 7 Fabs diferentes
foram selecionados com relagéo a afinidade por maturagdo, bioatividade,
especificidade e ligagdo a MCP-1 natural de cinomolgo e humana. As afini-
dades dos Fabs de origem estavam na faixa de 10 até 400 nM e os valores
de IC50 na andlise de ligagdo por radioligante foram a partir de 10 até 600
nM.

Materiais e Métodos.
As enzimas de restricdo e de modificagdo de DNA bem como as

polimerases foram adquiridas da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), New En-
gland Biolabs (Beverly, MA, USA), Roche Diagnostics (Mannheim, Germany)
ed MBI Fermentas (Vilnius, Lithuania). 1gG de éabra anti-humano F(ab')z
fragmento especifico POD conjugado foi fornecido por Jacksons (West Gro-
ve, PN, USA), IgG de ovelha anti-human, Fd fragmento especifico, anticorpo
pelo The Binding Site (Birmingham, UK) e estreptavidina cohjugada a fosfa-
tase alcalina (qualidade ZyMAX®) por Zymed Laboratories (San Francisco,
CA, USA). Quimiocinas recombinantes humanas, hMCP-1, 2, 3, 4 e hEotaxin -
1, 2 e 3 (R&D systems)Reagents, Ligands and Antibodies: mAb 2'79, especi-
fico para MCP-1 humana (R&D systems); hMCP-1 sintética (Bachem); mAbl

~ de camundongo anti hCCR2 biotina (R&D systems); gama globulina humana

(Jackson Immuno Research); gama globulin de camundongo (Jackson Im-
muno Research); biotina de controle isotipo mAb migG2b (R&D systems);
estreptavidiné-PE (BD Pharmingen); Versene (Invitrogen; PBS (Invitrogen).
FCS (PAN); placas de cavidades com fundo .em V (Greiner); e placas de ca-
vidades com o fundo em U (Nunc). '
Preparagéo do polipeptidio MCP-1 e anélogos.

Sintese de peptidio em fase solida na forma de etapas e purifi-
cacdo por afinidade para prover MCP-1 humana, isolada de comprimento

total, madura (76 aminoacidos) e corretamente dobrada e opcionalmente
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modificada e variantes com atividade biolégica como descritas no pedido de
patente dos requerentes U. S. Série de N¢ 60/682620 e em Kruszynski et al.
2006, J Peptide Sci. 12: 25-32 As variantes destinadas a exibir a topologia
de superficie original e estrutura de esqueleto de peptidio, incluem A40S,
V41l, e F43Y. A sintese quimica também proporcionou um método para a
biotinilagdo especifica para sitio da MCP-1 humana usando o grupo epsilon-
amino da lisina ndo envolvido na ligagdo ao receptor ou atividade de supertfi-
cie a K69 e K75 é desordenada na estrutura (U. S. Série de N2 60/682620 e
Kruszynski et al. 2006, J Peptide Sci. 12: 334 a 360). Um espagador hidrdfilo
de quatro unidades de etilenoxi (PEGs) foi inserido entre a biotina e o grupo
g-amino do residuo de lisina. O comprimento da cadeia a partir da amida da
biotina até o termihal. carbonila é de 19,2 A. O espacador foi escolhido para
aumentar a solubilidade e prover comprimento de espacgados suficiente para
a ligacdo dos conjugados de estreptavidina. A sequéncia do MCP-1 e das
variantes é dada na SEQ ID NO: 1. As variantes foram determinadas para
conservar a capacidade de induzir a mobilizagéo de Ca2+ em células THP-1.
A MCP1 de Biotina-Lys® e biotina-Lys’ foram comparadas lado a lado na
triagem, consolidagédo e determinacdo de afinidade e nao puderam ser ob-
servadas diferencas significativas. Usando Biacore, 35 Fabs otimizados fo-
ram analisados em MCP-1 lle*', Lys(biotin-PEG4)® e MCP-1 lle*, Lys(biotin-
PEG4)” imobilizadas em chips de estreptavidina em paralelo. Em geral as
afinidades medidas em K69 e K75 de MCP-1 foram comparaveis.

Colecgdo de Fago Fab. A colecao de fagemidos é baseada sobre
o conceito HUCAL® (Knappik et al., 2000) e emprega a tecnologia CysDis-
play™ para a exibigao do Fab da superficie do fago (LShning, 2001). A cole-
cdo codifica aproximadamente 10'® Fabs (nicos mostrados em bacteriéfa-
gos M13 como fusbes a uma proteina de revestimento menos, plll. Para a
selecdo HUCAL GOLD® os anticorpos-fagos foram divididos em trés conjun-
tos compreendendo genes VH master diferentes. Além disso a cole¢ao intei-
ra foi usada em um conjunto (VH1 a 6). Ingresso de 2 X 10" HUCAL GOLD®
de fagos foram usados em cada sele¢@o, 4 estratégias de selegao diferentes
foram aplicadas, incluindo 3 rodadas de sele¢do no analogo 1 da MCP-1
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humana (V41l, lle*') e analogo-2 (F43Y, Tyr*), respectivamente, e duas se-
legbes alternadas sobre os andlogos naordemde 1-2-1e2-1- 2.

Selecdes em fase solida. Uma aliquota de 100 pl do analogo-1
da MCP-1 humana (V411) ou analogo 2 (F43Y) a 50 pg/ml em PBS, pH 7,4,
foram diretamente revestidos em cavidades Maxisorp® (Nalgen Nunc, Ro-
chester, NY) de um dia para o outro a 4°C. As cavidades revestidas foram
lavadas e bloqueadas com MPBS a 5% (PBS, 5% de leite em p6 de baixa
gordura). 100 ul de fagos HuCAL GOLD® bloqueados por cavidade foram
adicionados durante 2 horas em temperatura ambiente. Depois de varias
etapas de lavagem, os fagos ligados foram eluidos por 100 ul 20 mM de
DTT em 10 mM de Tris/HCI, pH 8,0 incubados em temperatura ambiente -
durante 10 minutos. O eluado foi usado para infectar TG1 de E.coli de fase
média (Stratagene, Amsterdam, Holanda) e os fagemidos foram amplificados
como descrito em (Krebs et al., 2001).

‘Selegdo em Semi-solugdo contra o Analogo 1 (V411) e Andlogo 2
(F43Y) da MCP-1 Humana, Resultando na Neutralizagdo das Moléculas Fab.
Uma selecdo em semi-solugdo foi realizada pela incubagéo de dois deriva-
dos de MCP-1 humana biotinilados, V411, K69-PEG-biotina ou V41l, K75-
PEG-biotina (SEQ ID NO: 1) com os fagos HUCAL GOLD® em solugao se-
guida pela captura dos complexos de antigeno dos fagos em tiras de placas
de m.icrotitula‘g:éo Reacti-Bind Neutravidin Coated Polystyrene (PERBIO).
Para a sele¢do tubos de Eppemdorf de 1,5 ml foram bloqueados com Che-

" miblocker (Chemicon International) 1:1 diluido com PBS O/N a 4°C. No dia

seguinte, tiras de placas de microtitulagdo Reacti-Bind® NeutrAvidin® (Pier-
ce, Rockford, IL, USA) (capacidade de ligagdo: 25 pmols de biotina por cavi- -
dade; PERBIO) foram enxaguadas com 2 x 300 ul de PBS, necessarios para
2 etapas de pré-adsorgao para a reducédo do numero de ligantes de neutra-
vidina. 2 x 10" de fagos da colegdio HUCAL GOLD® em 100 ul de Chemi-
blocker (Chemicon) a 50%, 0,05% de Tween 20 (Sigma) foram adicionados
por cavidade e bloqueados durante uma hora em temperatura ambiente com
agitacdo suave. Para a segunda etapa de pré-adsor¢ao da solugao de fagos
foi transferida para novas tiras de placas de microtitulacdo Reacti-Bind Neu-
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travidin Coated Polystyrene e incubadas durante uma hora em temperatura
ambiente com agitacdo suave. Em seguida os fagos pré-adsorvidos e os

antigenos biotinilados (proporgao de 3:1 de biotina para antigeno para a bio-
tinilacdo; 200 mM de concentragéo final) foram édicionados aos tubos de
Eppendorf pré bloqueados e incubados durante 1 hora em temperatura am-
biente em uma roda de rotacdo. Em paralelo outras tiras de placas de micro-
titulacao Reacti-Bind Neutravidin Coated Polystyrene foram enxaguadas com
2 % 300 ul de PBS, bloqueadas com 300 ul de Chemiblocker diluido a 1:1
com PBS durante uma hora e lavadas 1 x com 300 ul de PBS. 100 w/por ca-

~ vidade do complexo de biotina-antigeno-fago foram pipetados dentro de tiras

de placas de microtitulacdo e incubadas durante uma hora em temperatura
ambiente com agitvagéo suave. Depois de varias etapas de lavagem, os fa-
gos ligados foram eluidos por 100 ul de 10 MM de DTT em 10 mM de
Tris/HCI, pH 8,0, incubados em temperatura ambiente durante 10 minutos. o
eluado foi usado para infectar TG1 de E.coli de fase média (Stratagene,

Amsterdam, Holanda) e os fagemidos foram a'mplificados como descrito em

(Krebs et al., 2001).
Sub Clonagem e Micro Expressdo de Fragmentos Fab Selecio-

nados. Para facilitar a expansdo rapida do Fab soluvel, os insertos codifi-
cando os Fabs dos fagos HuCAL GOLD® selecionados foram sub clonados
através de Xbal e EcoRI dentro do vetor de expressao PMORPH®X9_FH. Os
fragmentos de Fab contem um terminal C FLAG® (Prickett et al., 1989) e um
segundo terminal C marca o 6x His-tag (Chen et al., 1994). Depois da trans-
formagdo do clone isolado TG1-F a expressdo e a preparagao dos extratos
periplasmicos contendo fragmentos de HuCal®-Fab foram realizados como
descrito anteriormente (Raucehnberger et al., 2003).

A andlise de Iigagéo no formato de fase sélida no analogo 1 da
MCP-1 hUmana (V41l) foi executada como descrita acima. Depois do blo-
queio, os extratos periplasmicos foram adicionados. A detecgdo dos frag-
mentos Fab foi realizada através da incubagdo com IgG de cabra anti-
humano, do anticorpo de fragmento especifico F(ab')z.

A triagem no HMCO-1 Ve1l imobilizado biotinilado foi executada
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com a utilizacdo de pacas de 384 cavidades Reacti-Bind® NeutrAvidin® (Pi-
erce, Rockford, IL, USA) revestidas com 20 ul de 0,5 pl/ml do analogo 1 da
hMCP-1 (V411) ou do analogo 2 (F34Y) diluidos em PBS, pH 7,4, durante 16
horas & 4°C. Depois do bloqueio com 1% de BSA em TBS, 0,05% Tween 20
(Sigma, 'St, Louis, MO, USA) durante 1 hora em temperatura ambiente, os
extratos periplasmicos foram adicionados. A detecgdo dos fragmentos Fab-
foi realizada através da incubacdo com IgG de cabra anti-humaho, do anti-
corpo de fragmento espécifico F(ab')..

A triagem em fase de solugdo com o anélogo 1 da hMCP-1
(v41l) biotinilado foi executada através do revestimento de placas de 384
cavidédes Maxisorp (Nunc, Rochester, NY, USA) com 20 ul de 1gG de ove-
lha anti-humano, fragmento especifico Fdm anticorpo diluido 1:1000 em
PBS,m, pH 7,4 durante 16 horas a 4°C. Depois do bloqueio com BSA a 3%'
em TBS, 0,05% de Tween 20 Sigma, St, Louis, MO, USA) durante 2 horas
em temperatura ambiente, os extratos peripldsmicos foram adicionados. Em
seguida, os fragmentos' HUCAL®-Fab capturados foram permitidos que se
ligassem a 0,2 ug/ml do analogo 1 da hMCP-1 (V41l) biotinilado em TBS,
que foi detectado por incubagdo com estreptavidina conjugada com fosfata-
se alcalina seguida pela aditgéo do substrato fosforescente AttoPhos (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha). A emissao de fluorescéncia a 535 nm

foi registrada com uma excitagéo a 430 nm.

-Analises de Bioatividade.

Cultura de células. Todas as células foram cultivadas sob condi- '

¢des padronizadas a 37°C e 5% de CO» em uma incubadora umidificada. As

células expressando a CCR2 foram cultivadas em meio padronizado. Além
disso, as células THP-1 (células da leucemia monocitica aguda humana)
foram cultivadas em RPMI contendo 2 mM de L-glutamina, 1,5 g/l de bicar-
bonato de sodio, 4,5 g/l de glicose, 10 mM HEPES e 2,0 mM de piruvirato de
sodio a 90%; 10% de soro fetal bovino (FBS; Vitacell RPMI 20-2001, ATCC
Manassas, VA) a 37°C e 5% de CO, em uma densidade de 4 a 8 x 10° célu-

las por ml.
Anélise de ligagdo por Radioligante. Andlises de competicédo fo-
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ram realizadas em placas de filtro Milipore Millipore, Bedford, MA). 1 x 10°
células THP-1 foram incubadas com '2°I-MCP-1 (1 ng/ml; Perkin Elmer Life
Science, Boston, MA), em conjunto com concentragdes diferentes de (rh)
MCP-1 recombinante humana (279-MC, R&D Systéms, Minneapolis, MN) ou
proteinas sintéticas. Todos os reagentes foram diluidos em tampao de liga-
¢do consistindo em RPMI Medium 1640 (Invitrogen Corp., Grand Island, NY)
e 0,1% BSA. A competigdo foi deixada continuar durante uma hora em tem-
peratura ambiente e as cavidades foram lavadas trés vezes com 150 pl/por
cavidade com tampdo de lavagem (tampdo de ligagdo + 1 M NaCl). A ra-
dioatividade nos filtros foi contada com a utilizagdo do Wallac Wizard 1470

Automatic Gamma Counter (Perkin Elmer Life Sciences Inc., Boston, MA).As

inibigdes percentuais de ligagao do ?°I-MCP-1 ao CCR2 através das doses

variadas tanto do MCP-1 recombinante como do sintético foram calculadas.
Os valores percentuais de inibigdo foram em seguida importados para dentro
do programa Graphpad Prism e plotados com a utilizagdo de uma curva
sigméide de resposta a dose com uma inclinagao variavel e constantes de
fundo = 0 e topo = 100.

, Analise da Mobilizagdo de Calcio. A analise de mobilizagao do
Ca?* foi realizada em um formato de 96 cavidades com a utilizagao do
FLEXstation® Ca®* Plus Assay Kit (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) se-
guindo o protocolo_do fabricante com relagéo as células nao aderentes e um
FLEXstation® (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os valores de pico RFU
foram importados para dentro do Graphpad Prism para analise.

Anélise FACS da Internalizagdo do Receptor CCR2 Induzida pe-
la MCP-1. Depois da otimizagdo da concentragdo dos ligantes (EC50 da
MCP-1 sintética - 100 mg/ml) e do tempo de incubagéo (depois de 1 hora a
maior parte da internalizagdo tinha ocorrido) O 1C50 foi determinado através
da adicdo das concentragdes diferentes de anticorpos. As células cultivadas
expressando o CCR2 foram lavadas com PBS e deslocadas com Versene
(Invitrogen) durante cerca de 10 minutos a 37°C. Todas as etapas da centri-
fugag@o das células foram a cerca de 200 Xg. As células foram lavadas duas
vezes com tampao FACS (PBS/3% FACS),contadas e conferidas com rela-
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cdo a viabilidade (trypan blue). Placas de 96 cavidades de fundo em V
(Greiner) foram enchidas com ~ 2,5 x 10° células em 100 ul por cavidade e
colocadas no gelo. Em uma 'placa de 96 cavidades de fundo em U (Nunc) os
anticorpos foram diluidos em meio de cultura de células (MEME) para dar
cerca de 200 ug/ml para baixo até 0,01 ug/ml em amostras em triplicata. As
concentragbes diferentes dos anticorpos foram pré incubadas com uma con-
centragao final de 100 ng/ml de MCP-1 sintética (Bachem) durante 10 minu-
tos em temperatura ambiente. As células foram ressuspensas com 100 ul da
mistura pré-incubada de MCP-1/anticorpos e incubadas durante uma hora a
37°C em um incubador para a internalizagao do receptor. Depois da interna-
lizagdo as células foram lavadas com 180 pl de tampao FACS frio e as pla-
cas tiveram que ser mantidas sobre gelo durante todas as etapas subse-
qlientes para impedir internalizag@o adicional. Anti-hCCR2mAb de camun-
dongo biotinilado (R&D Systems) foi diluido em 1:10 em tampéo FACS. Co-
mo controle 1gG2b Isotype Biotin mAb de camundongo (R&D Systems) tam-
bém foi diluida em 1:10 com tampao FACS. 10 ug/mi da concentragao final
de uma mistura de 1:1-de gama-globulina de humana e de camundongo
(Jackson Immuno Research) foram adicionados a ambos o anti-CCR2 e

'mAb de controle para bloquear o receptor Fc. As células foram ressuspen-

sas em 50 ul de uma mistura de anti-CCRZ/gama-gIdbulina (ou n=mistura de
IgG2b de controle/gama globulina) e incubados durante uma hora sobre ge-
lo. As células foram lavadas duas vezes com 180 ul de tampdo FACS, re-
suspensas em 50 ul de Estreptavidina PE (BD Pharmigen) diluidos em 1:400
e incubados durante uma hora a 4°C sobre gelo no escuro. As células foram
lavadas duas vezes com. 180 ul de tampédo FACS, re-suspensas em 100 ul
de PFA/PBS e armazenadas de um dia para o outro a 4°C para fixagao (al-
ternativamente a medicdo direta sem a fixagdo PFA é possivel). Para a me-
dicao FACS as células foram re-suspensas com 200 ul de tampao FACS e
pelo menos 5000 células foram cada uma contadas.
Andlises de Afinidade.

Método de titulagdo de equilibrio (SET) para a Determinagao de
Kp e Estudos de Reatividade Cruzada Usando BioVeris. A determinacéo de
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afinidade em solugdo foi basicamente executada como descrita na literatura -
(Friguet et al., 1985). Com a finalidade de melhorar a sensibilidade e a preci-

sio do método DSET, ela foi transferida do classico ELISA para a tecnologia

BioVeris com base em ECL |

(Haenel et al., 2005, aceito para publicacao em Analytical Biochemistry).

1 mg/ml de (fab), de cabra anti-humano ou IgG de cabra anti camundongo,

anticorpos de fragmento especifico Fc (Jackson Immuno Research) foram

marcados com w BV-tag® NHS-Ester (Bioveris Europe, Witney, Oxfordshire,
UK), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os experimentos foram e-
xecutados em placas de microtitulagdo de propileno e PBS, pH 7,4 com

0,5% de BSA e 0,02% de Tween 20 como o tampéo de analise. O antigeno

ndo marcado foi diluido em 4" séries. Para a MCP-1 humana e cyno, uma
faixa de concentragdo de 10 pM até 40 nM e para os controles de reativida-
de cruzada (Eotaxina e MCP-2) foi escolhida uma faixa de concentragdo de

40 mM até 160 pM. As cavidades sem o antigeno foram usadas para a de- |

_terminacdo dos valores Smax. Depois da adigao de -1 00 pM de Fab oi IgG

(concentragéo final em 75 pl de volume final), a mistura foi incubada durante -
duas horas em temperatura ambiente. Em seguida uma mistura de 25 wl de
Dynabeads (0,4 mg/ml M-200 Estreptavidina, DYNAL, Hamburgo) revestida
com 0,25 pg/ml de MCP-1 biotininada e anticorpo de detecgdao marcado com
marcadores BV em uma diluicdo final de 1:4000 para Fab anti-humano ou de -
1:2000 para a IgG anticamundongo foi adicionadas por cavidade. Depois da
incubagcdo durante 30 minutos em um agitador Eppendorf (700 rpm) em
temperatura ambiente, os sinais de luminescéncia eletroquimica foram de-
tectados corﬁ a utilizacao de um M-384 SERIES® Workstation (Bioveris Eu-
rope). Os dados foram avaliados com o software Origin» 5.0 (Microcal) apli-
cando modelos de ajustamento customizados (para Fab: Haenel et al., acei-
to para publicagdo em Analytical Chemistry, para IgG: de acordo com Piheler
et al., 1997).

Determinagdo de Kp em Biacore sobre Antigeno Revestido Dire-
tamente. As constantes cinéticas kon € kot foram determinadas com as dilui-
coes em série dos Fabs respectivos se ligando a MCP-1 imobilizada de for-
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ma covalente com a utilizagéo do instrumento BlAcore 3000 (Biacore, Upp-
sala, Suécia). Para a imobilizagdo covalente do antigeno foi usada a quimica
de acoplamento de amina padrdo EDC-NHS. As medigbes cinéticas foram
feitas em PBS (135 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPQO,4, 1,76 mM
KH,PO4 pH 7,4) em uma taxa de fluxo de 20 ul/minuto usando uma faixa de
concentracdo de Fab a partir de 1,5 até 500 nM. O tempo de inje¢ao para
cada concentracdo foi de 1 minuto, seguido por 3 minutos de fase de disso-
ciacao. Para a regeneragédo foram usados 5 ul de 10 MM HCI. Todos os
sensorgramas foram ajustados com a utilizagdo do software de avaliagao
BIA 3.1 (Biacore). A determinagdo Kp em Biacore sobre Biotin-K90 MCP-1
humano e MCP-2 cyno. A Biotin-K90 MCP-1 humana e MCP-2 cyno biotini-
lada foram revestidas na superficie de um chip de estreptavidina e a MCP-2
cyno foi revestida diretamente dobre chips CM5. A ligagao dos Fabs foi tes-
tada com a utilizacdo dos métodos padronizados.

Determinacédo de Kp em Biacore no Modo de Captura de Anti-
corpo. Os Fabs foram capturados a 500 nM com anti-Fab (s.3.15) sobre um
chip CM5 (taxa de fluxo 5 pl/minuto), uma solugé@o de cada analogo (MCP-1,
2, 3, 4 e Eotaxina, Eotaxina-2 e -3) foi injetada. Todas as citocinas estavam
isentas de veiculo e usadas em uma faixa de concentragao a partir de 15 até
500 nM (para os Fab de origem antes da otimizagao) em uma analise para a
determinacdo de afinidade. Os sensorgramas foram analisados com a utili-
zacao do software de avaliagao BIA. A determinacdo da afinidade em Biaco-
re com relagcdo a MCP-1 no modo de captura de anticorpo néo foi possivel
com relagdo aos ligantes otimizados devido a que os limites de detecgao do
Biacore foram alcangados.

Para a analise de especificidade dos Fabs foi usada a ressonan-
cia de superficie de plasmoénio (Biacore 3000, Uppsala, Suécia) usando a
andlise de captura. Os Fabs foram capturados e as diversas proteinas
(MCP-2, 3, 4, e a Eotaxina 1, 2, e 3) foram usados como os analitos. Os
chips CM5 (Biacore, Suécia) foram revestidos com de 6500 a 8000 RU de
anti (fab), (Dianovam- Affipure, fragmento F(ab). de IgG cabra anti-humano;

fragmento especifico F(ab),; 10 mM de tampao de acetato, pH 4,5) em todas
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as 4 células de fluxo, com a utilizacdo de quimica de acoplamento de amina
padrao EDC-NHS. As células de fluxo 2 - 4 foram capturadas com Fabs es-
pecificos anti-MCP-1(20 pl de 500 nM Fab em uma taxa de fluxo de10 pl/ml,
resultou em uma densidade de captura de capture de 300 - 400RU). Depois
da captura dos Fabs as quimiocinas foram injetadas (20 pl, taxa de fluxo 20
ul/min, PBS pH 7,4) em uma concentragao de 100 nM. As quimiocinas foram
armazenadas em pequenas aliquotas e somente o material descongelado de
fresco com um maximo de um ciclo de congelamento descongelamento foi
usado para as medi¢des. Para evitar que uma combinagao de fora de quali-
dade provocada pela fora de qualidade da MCP-1, a interag@o especifica do
Fab e a interagdo anti-Fab/Fab, foi injetado um tamp&o, para determinar a
dissociagdo da interagdo anti-Fab/Fab. O sensorgrama conseguido pelo
tampao foi subtraido do especifico. As unidades de resposta foram normali-
zadas com relagao a quantidade dé captura de anticorpo sobre a superficie. |

Ligagdo a MCP-1 natural no Modo de Captura de Anticorpo. 0]
método foi usado como descrito acima. A MCP-1 natural foi purificada a par-
tir do sobrenadante PANC1 e usada para a andlise de ligagédo. A ligagao a
MCP-1 natural no modo de captura de Fab foi bem acima do limite de detec-
¢ao, no entanto, uma medicao de afinidade verdadeira néo foi possivel devi- .

do as impurezas no extrato obscurecendo a concentragao correta da MCP-1

natural.

Converséo para IgG.
Com a finalidade de expressar a IgG de comprimento total,

fragmentos de dominio variavel (VH) e de cadeia leve (VL) foram subclona-
dos a partir dos vetores de expressao Fab em vetores pMorph_hlg apropria-
dos para a IgG1 humana, IgG4 humana, IgG1 quimérica huma-

na/camundongo e 1gG2. As enzimas de restricao EcoRl, Mfel, Bipl foram

usadas para a sub clonagem do fragmento do dominio VH em pMor-

ph_hlgG1.1, pM.orph_hIgG4.1, pMorph_migG1.1 ou pMorph_mligG2a.1, e |
EcoRV, BsWI para a sub clonagem do fragmento do dominio VL dentro dos
vetores pMorph_higk_1, pMorph_higA_1, pMorph_migk_1 ou pMor-
ph_migA_1, respectivamente. Os constructos de IgG resultantes foram ex-
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pressos em CNTO.
Resultados

A selecdo em fase solida foi realizada em hMCP-1 (411) e
hMCP-1 (43Y) diretamente revestidas em placas Maxisorp. Quatro estraté-
gias diferentes de selegao foram aplicadas, contendo trés rodadas de sele-
cdo em cada uma. Depois da subclonagem dentro do vetor de expressao
pMORPHx9_Fab_FH a triagem em fase solida foi executada sobre a hMCP-
1(411) diretamente revestida e sobre a e hMCP-1 biotinilada. No total foram
analisados 8832 clones em uma triagem primaria e 983 acertos primarios
foram obtidos. Finalmente 5 Fabs unicos foram identificados, porém todos os
5 Fabs ndo neutralizaram a MCP-1 em andlises celulares, indicando que ©
revestimento direto para Maxisorp pode prejudicar a conformagao ou pelo
menos a acessibilidade dos epitopos neutralizantes.

Uma selecdo em semi-solugdo foi realizada incubando o analogo

1 da MCP-1 humana (V41l) e o anéalogo 2 (F43Y) com os fagos HUCAL
GOLD® em solucdo seguida pela captura dos complexos antigeno fago co-
mo descrito. Duas estratégias principais de selegéo diferentes foram aplica-
das incluindo trés rodadas de selecdo sobre o analogo 1 e anélogo 2 (F34Y)
da MCP-1 humana (V41l) biotinilada respectivamente (nenhuma selegao
alternada). No total 9024 clones foram analisados na triagem primaria e 121
acertos primarios foram obtidos, revelando finaimente 18 ligantes unicos.
Uma re-triagem de 192 clones com base em Luminex para sele¢ao no ana-
logo 1 da MCP-1 humana (V411) levou a 9 acertos primarios adicionais € 3
ligantes unicos adicionais, mostrando que a triagem com Luminex é um mé-
todo de triagem alternativa adequada para a triagem de captura. No total 21
ligantes unicos foram identificados a partir as selegdo em semi-solugao e 14
desses ligantes mostraram atividade de neutralizagao. Todos os Fabs neu-
tralizantes a partir de HuCAL GOLD®foram derivados a partir dessa selegao.

Caracterizagao dos Fabs HuCAL GOLD® Os Fabs unicos foram -
expressos e purificados para caracterizagao posterior. A afinidade de ligagao
da hMCP-1 foi determinada por BlAcore e os Fabs foram caracterizados nas

analises que se seguem: 1) inibicao de ligacao de 125.CCL-2 para células



10

15

20

104

Thp-1 e 2) inibicdo da mobilizagdo de Ca2+ induzida por hMCP-1 em
células Thp-1. Os Fabs que demonstraram atividade de neutralizagao em
analises baseadas em células foram ainda testados com relagéo a 1) ligagao
a hMCP-1 de cynomolgus sintética; 2) ligagdo a familia da HMCP-2 relacio-
nada com a ligagdo a quimiocinas humanas com relagéo_ a especificidade de
ligagdo (isto é, MCP-2, 3, 4 e Eotaxina 1,2, 3); e 3) ligagao a hMCP-2 huma-
na natural para assegurar que os Fabs selecionados com a utilizagao do
peptidio sintético hMCP-2, reconhecem a hMCP-2 natural. Sete Fabs com as
propriedades mais 6timas foram escolhidos para a maturacgao por afinidade
adicional. | _
As propriedades dos Fabs selecionados com relagao a matura-
cdo por afinidade foram resumidas na Tabela 2. Os sete Fabs que foram
selecionados para a maturagdo por afinidade foram designados para 3 gru-
pos para a clonagem da colegao ea selecdo. A otimizagéo de L-CDR3 e H-
CDR?2 foi executada em paralelo. A otimizagdo em paralelo das cadeias leve
e pesa'da variaveis criou o potencial para a combinagao der cadeia leve e
pesada através da clonagem cruzada para a geragéo de outros anticorpos
ainda mais aperfeigoados. ‘

Tabela 2. Um resumo dos Fab candidatos selecionados para maturagao por

afinidade. (12 parte)

Nomeacdo do | Grupo | Kd MCP-1 | Ligagao Radioligante | Mobilizagao de
Fab (nM) IC50 (nM) Ca2+ IC50 (nM)
MOR 03336 1 60 + 33 114 526
MOR 03464 1 75 +/- 50 105 1340
MOR 03468 1 ND _ 255 2000
MOR 03470 1 46 +/- 1 645 2100
MOR 03471 2 94+/- 6 180 1256
MOR 03473 2 175+/-20 184 2900
- MOR 03548 3 42 11 124
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Tabela 2. (22 parte)

Nomeacao do | Especifici- | Kd Cyno lLigagcdoa |Grupode seqﬁénciaé
Fab dade [nM] MCP-1 natural Hc Lc
MOR 03336 | MCP-1 | 17042 sim VH3/VL -A3
MOR 03464 | MCP-1,2 | 175+49 sim VH3/VL -A3
MOR 03468 MCP-1 550 + 14 ND -VH1B/VL -A3
MOR 03470 MCP1 145 + 92 sim VH1B/VL -A3
MOR 03471 MCP-1 465 + 106 sim VH1A/VL -x3
MOR 03473 | MCP-1 | 47895 sim VH1A/VL -x3
MOR 03548 |MCP-1, Eo| 54+8 sim VH3/VL -A3

Exemplo 2: Avaliag&do de alta afinidade, anticorpos especificos para MCP-1 a
partir de FABS.

Como observado, a selegdo de candidatos com relagao a matu-‘
racdo por afinidade foi executada sobre candidatos no formato de Fab livre.
Os critérios de selecdo foram: atividade em analise de radioligante, atividade
em analise de mobilizagao de Ca2+, afinidade com relagdo a MCOp1 huma-
na medida por Biacoré, especificidade com relagdo a MCP-1 humana, afini-
dade a MCP-1 de cyno e ligacao a MCP-1 natural detectada em Biacore. Os |
critérios adicionais para agrupamento dos Fabs de origem foram a competi-
¢ao C775 em ELISA e foram baseados sobre a familia da estrutura da ca-
deia pesada e leva varidvel. A caracterizagdo dos candidatos a maturagao
como IgG, especialmente em andlises de quimiotaxia, foi executada em pa-
ralelo com os processos de selegdo para maturagao.

Os sete Fabs selecionados para o processo de maturagao cai-
ram dentro de 3 classes de seqiiéncias diferentes. Em uma classe (Gripo 1,
Tabeia 2) Os Fabs 03336, 03464, 03468 e 03470 tinham estrutura de cadeia
leve com VA3 uma das duas cadeias diferentes de estrﬁtura de cadeia pesa-
da. Os Fabs 03336 e 03464 tinham estruturas VH3 de cadeia pesada. A se- |
gunda classe de Fabs (Grupo 2, Tabela 2), 03471 e 03473, tinham estrutu-
ras VH1A de cadeia pesada e estruturas Vk3 de cadeia leve. O Fab 03548

tinha a mesma estrutura para a cadeia leve e para a cadeia pesada como
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dois dos Fabs da primeira classe (VH3, VA3) porém foram mantidos separa-
damente. (Grupo 3, Tabela 2) devido a que ele tinha excepcionalmente ativi-
dade bioldgica potente e reatividade de ligagdo cruzada com a Eotaxina. Pa-
ra uma descrigdo completa da classificacdo das sequéncias da regido varia-
vel usadas aqui, vide a Patente U.S. N%.828.422, inteiramente incorporada
aqui, neste pedido de patente por referéncia. O objetivd da ultima mutagao
foi o de melhorar a afinidade do 03548 com relagéo a CCL-2 enquanto au-
mentando a especificidade.

Antes da maturagédo, foi somente determinada a ligagcéo porém
nao a afinidade com relac;éo a MCP-1 natural de cinomoélgo e humana, no
modo de captura de Fab Biacore. Todos os 7 Fabs de origem exibiram liga-
¢do a ambos, a MCP-1 cino e natural, o que é um pré-requisito para a matu-
racao. ,
Especificidade de Ligacdo das IgG de origem. Depois da con-
versao de todos os 7 Fabs de origem para IgG1, os estudos de reatividade
cruzada foram repetidos com relagdo as formas de IgG. A Eotaxina 3 se liga-
ram de forma néo especifica a superficie de dextrano dos chips sensores e
essa ligagdo ndo especifica pode ser completada através da adigao de car-
boxil metil dextrano. Como a ligagao néo especifica a superficie do dextrano
de outras quimiocinas também era possivel, o carboxil metil dextrano foi adi-
cionado em todas as analises de especificidade por Biacore. Em contraste
com os Fabs, duas das IgG nao exibiram nenhuma ligagao significativa a
MCP-1 humana, de modo interessante todos os 4 ligantes finais que preen-
cheram todos os critérios de sucesso vieram a partir de um Fab de origem.

O sinal de ligagdo da MCP-1 (unidades de resposta) foram nor-
malizados através da quantidade da captura de anticorpo sobre a superficie:
a proporgao molas de ligagdo = (RU do antigeno ligado/MW do antigeno) X
(MW de mAb/RU de mAb capturado sobre a superficie) e a proporgao de
ligagdo molar mais baixa do que 0,5, foi prevista como nao sendo significati-
va. Quatro das IgG exibiram uma propor¢ao de ligagdo normalizada a MCP-
1 > 0,5 e todas as quirhiocinas.homélogas < 0,5 e. foram, por esse motivo

denominadas de especificas no nivel da IgG. Uma IgG tambeéem exibiu algu-
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ma ligacdo a MCP-2 e a Eotaxina, o que ja tinha sido detectado no nivel do
Fab, porém essa reatividade cruzada foi reduzida no nivel da IgG. Os dados
da IgG MORO03468 nao estdo mostrados.

Inibigdo da ligacdo de 1'® MCP-1 & células THP-1 (CNTO). A
neutralizacdo da atividade dos ligantes de origem no formato IgG foi primeiro
testada na analise de ligagao por radioligante. Depois do bloqueio dos recep-
tores Fc nas células THP-1 através da adi¢cdo de IgG1 humana nao relacio-
nada, a inibicdo da ligagdo da MCP-1 foi detectavel com relagao a todas as
IgG de origem. Quatro das IgG mostraram inibicao de MCP-1 humana mar-
cada com radiagéo para células THP-1 com valores de I1Cso na faixa da refe-
réncia IgG C775.

Inibicdo da mobilizagédo de caicio (CNTO). Todas as IgG de ori-
gem inibiram a mobilizagdo de célcio induzida pela MCP-1 em células THP-
1. Quatro das IgG mostraram inibigdo da mobilizagao do calcio induzida pela
MCP-1 em uma concentragcao mais alta de anticorpos, quando comparada
coma refeféncia IgG C775.

Inibicdo da quimiotaxia induzida pela MCP-1 (CNTO). Como os
Fabs de origem nao puderam ser testados na analise de quimiotaxia, a qui-
miotaxia induzida pela MCP-1 foi testada no formato IgG. Todas as IgG tes-
tadas foram ativas na analise de quimiotaxia, e quatro das IgG mostraram
inibicdo da quimiotaxia induzida pela MCP-1 em concentragbes de anticor-
pos mais altas, quando comparada com a referéncia IgG C775.

Exemplo 3: Afinidade de maturagdo de FAB selecionado através dé troca de
cassetes -FCDR3H - H-CDR2
Sumario do Processo de Maturagéov por Afinidade

~Na primeira rodada de maturagdo a otimizagdo de L-CDR3 e a
otimizagdo de H-CDR2 foram executadas em paralelo. O DNA para cada
classe de Fabs foi juntado para a construgao da colegao de maturagao. As
sequéncias originais de CDR2 de cadeia pesada e CDR3 de cadeia leve fo- -
ram substituidas por seqiiéncias aleatérias cada um dos DNA juntados resul-
tando em 6 novas bibliotecas: 3 bibliotecas de H-CDR2 aleatodrias e 3 biblio-

tecas de L-CDR3 aleatérias. A diversidade de cada uma das 6 bibliotecas foi
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maior do que 108 Fabs unicas. O peptidio sintético de CCL-2- 411 biotina-
K69 foi usado tanto para a sele¢do em solugdo ou a selecdo de peptidio de
biotina capturado em cavidades plasticas revestidas de neutravidina; Cada
uma das 6 bibliotecas foi selecionada sob diversas condi¢bes para serem
enriquecidas em Fabs fora de qualidade vagarosos (istq é, lavagem prolon-
gada, concentragdo de antigeno reduzida). Foram realizadas 36 sele¢oes
paralelas, incluido selecao em solugao e selecao em semi-solugéo. A redu-
cdo da concentragdo de antigenos, selegéo fora de qualidade e a Iavagem
prolongada resultaram em condigbes severas de selegao. A triagem de afini-
dade foi executada com o auXiIio de uma plataforma de luminescéncia eletro
quimica (ECL) Bio Veris (anteriormente IGEN), permitindo uma alta produ-
cdo de classificagdo de afinidade e identificagdo das moléculas de Fab com
uma afinidade aumentada.

Maturacdo de Bibliotecas por Afinidade. Como as bibliotecas de
cadeia pesada H-CDR2 de H1A e H1B foram clonadas separadamente, 7
bibliotecas de regides variaveis diferentes foram clonadas. As duas bibliote-
cas H1A e H1B foram mais parte juntadas antes da selegdo dando 6 biblio-
tecas de selecdo, os tamanhos das bibliotecas variaram a partir de 10° até 8
x 10°. Toda a diversidade tedrica foi coberta para todas as bibliotecas exceto
para colegdo MOR03548 A3 L-CDR3, na qual ainda 0,625x da diversidade
teorica foram cobertas. O controle de qualidade das bibliotecas foi executado
através do seqiiénciamento de clones escolhidos de forma aleatoria. 71 das
75 (95%) sequéncias estavam corretas e diversificadas, enquanto o deslo-
camento da estrutura de 4 das 75 seqiiéncias foi detectado. Os derivados de
todos os Fabs de origem foram encontrados em suas respectivas bibliote-
cas.

Para o aumento da afinidade e da atividade biolégica dos frag-
mentos dos anticorpos selecionados, as regides L-CDR3 e H-CDR2 foram
otimizadas em paralelo através de mutagénese de cassete usando mutagé-
nese direcionada a trinucleotideo (Virnekds et al, 1994),enquanto que as
regides de estrutura foram mantidas constantes. Antes da clonagem por ma-

turacao por afinidade, todos os fragmentos dos Fab de origem foram transfe-
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ridos a partir do correspondente vetor de expressao (pMORPH®X9_FH) den-
tro do vetor CysDisplay™ pMORPH®25_LHC através de Xbal/EcoRI. O
pMORPH®25_LHC foi criado a partir do vetor de exibigao pMORPH®23_LHC
de HUCAL GOLD® através da remocao de um sitio BssHIl interferindo com a
clonagem da colec¢io para a otimizacdo de H-CDR2. Para a otimizagao de L-
CDR3 de um conjunto de fragmentos L-CDR3 de Fab de origem, a estrutura -
4 e a regido constante das cadeias leves (405 pb) do conjunto de ligantes
foram removidas por Bpil/Sphl e substituida por um repertério de L-CDR3
diversificado em conjunto com a estrutura 4 e o dominio constante. O Proje-
to, sintese e a clonagem desse cassete L-CDR3 seréao descritos em outra
ocasiao (manuscrito em preparacao). 5 ug do vetor do conjunto de ligantes
foram ligados com um excesso molar de 3 vezes do fragmento inserto con-
tendo o L-CDR3 diversificado. Em um conjunto de uma segunda colegao o
H-CRD2 (Xhol/BssHil) foi diversificado, enquanto que as regides de ligacdo
com a estrutura foram mantidas constantes. Com a finalidade de monitorar a
eficacia da clonagem o H-CDR2 de origem foi substituido por um simulacro,
antes que o cassete H-CRD2 diversificado fosse clonado. As misturas de
ligacdo de 7 bibliotecas diferentes foram eletroporadas em 4 ml células
TOP10F de E.coli (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), produzindo a partir de 1 x
108 até 8 X 10° de coldnias independentes. O tamanho dessa colegdo asse-

- gura a cobertura da diversidade teérica. A amplificagdo da colegao foi execu-

tada como descrito anteriormente (Rauchenberg et al., 2003). Para o contro-
le de qualidade foram apanhados de forma aleatoria clones isolados e se-
quenciados (SequiServe, Vaterstetten, Alemanha). - '
Selecdo em Semi-Solugdo contra Biotin-K69 MCP-1 (V41l) Hu-
mana com Relagao a Maturagao por Afinidade. 1 X 1_013 de fagos resgatados
das bibliotecas otimizadas foram pré adsorvidos duas vezes em tiras de pla-
cas de microtitulagao Reacti-Bind Neutravidin Coated Polystyrene e em se-
guida blogueados com ChemiBLOCKER (Chemicon, Temecula, CA, USA). -
Os fagos pré adsorvidos e diferentes concentracbes de Biotin-K69 MCP-1
(0,02 - 20 nM) foram incubados durante 1,5 hora a 22°C em solugéo, segui-
da pela captura dos complexos de antigeno-fago em tiras de placas de mi-
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crotitulagdo Reacti-Bind Neutravidin Coated Polystyrene (PERBIO). As eta-
pas de lavagem a 22°C foram prolongadas em até 12 horas. A eluigao por
20 mM DRR em 10 mM de Tris/HCI, pH 8,0, e a amplificagéo dos flagemidos
entre cada rodada de sele¢do foram executadas como descrito acima.
Selecdo em Solugdo contra Biotin-K69 MCP-1 (V41l) Humana
com Relagdo a Maturagdo por Afinidade. 1 X 10" de fagos resgatados das
bibliotecas da maturagéo por afinidade como descrito acima, foram bloquea-
dos com ChemiBLOCKER (Chemicon, Temecula, CA, USA), 0,05% Tween
20 (sigma, St. Louis, MO) USA) e pré-adsorvidos duas vezes em Dynabe-
ads® M-280 Streptavidin (Dynal Biotech, Oslo, Noruega), bloqueados por
ChemiBLOCKER sem o Tween 20. A reducgao de antigeno foi aplicada du-
rante as trés rodadas de selecéo e a concentragédo de Biotin-K69 MCP-1 va-
riou a partir de 0,1 até 5 nM. As Dynabeads® bloqueadas e um separador
magnético de particulas, MPC-E (Dvynval Biotech, Oslo, Noruega) foram usa-
dos para a captura de fagos ligados ai antigeno biotinilado. As etapas de
lavagem (Rauchenberger et al., 2003), e a eluigdo por 20 mM DRR em 10
mM de Tris/HCI, pH 8,0, e a amplificagcdo dos flagemidos entre cada rodada

_de selegdo foram executadas como descrito acima. Além disso, a rigorosi-

dade da selecao foi ainda aumentada pela selegéo fora de qualidade (Haw-
kins et al., 1992) e pelo prolongamento das etapas de lavagem (em até 6
horas). |

| 3312 clones foram submetidos a triagem e 85 Fabs otimizados
vindos de 4 dos 7 Fabs de origem foram identificados. Os Fabs otimizados
em L-CDR3 e H-CDR2, foram identificados e a clonagem cruzada das ca-

deias leve a pesada melhoradas foi realizada a partir da derivatizagao de 2

- clones de origem diferentes que levaram a um aperfeicoamento adicional em

afinidade (Kp) de até 100 vezes. Os ligantes de maior classificagao (cerca de
100 ) com um Kp calculado a -1- nM foram sequienciados levando a identifi-
cacgdo de 41 Fabs Unicos melhorados. A maioria dos ligantes melhorados foi
derivada a partir do Grupo lil (-3548). Uma triagem adicional foi executada
nos Grupos | e Il para a identificagdo de mais Fabs melhorados nesses gru-

pos de maturagao. Vinte e nove ligantes adicionais das classes | e Il foram
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identificados. No total, 87 Fabs Unicos derivados a partir de cinco dos sete
Fabs de origem foram identificados no processo de maturagdo, A Tabela 3
resume os resultados da sele¢cdo de maturagao.

Tabela 3. Resumo da selec¢éo de Fab com ligagdo melhorada a MCP-1.

L-CDR3 melhora- | H-CDR2 melho-

Grupo | Clone de origem do rado

1 03336 - 14

1 03470 S - 2

1 03464 -

1 03468 . .

2 03471 23 1

2 03473 . -

3 03548 11 - 35

Total de Fabs me- 34 63 87
lhorados

As trocas de aminoéacidos nos Fabs melhorados foram localiza-
das tanto na H-CDR2 como na L-CDR3 dos clones de origem 03741 e
03548. A clonagem cruzada da CDR2 da cadeia pesada mais melhorada
com a CRD3 da melhor cadeia leve dos Fabs foi executada em seguida para
tentar gerar Fabs com uma afinidade ainda mais alta. Aproximadamente 36
clones cruzados foram gérados. Todas as seqguéncias dos Fabs unicos tam-
bém foram submetidas a triagem para a previsdo de sitios de glicosilagao
ligados a N. Poucos Fabs foram identificados com a seqiiéncia de consenso
NIS para a glicosilagdo em CDR2 de cadeia pesada. Esées FabsAforam ex-
cluidos de uma caracterizagao adicional. Um total de 84 Fabs foram expres-
sos e purificados em Morphosys e transferidos para Centocor para a carac-
terizagao biologica. ,

O limite de sensibilidade para a medigao de afi}nidade com a uti-
lizagao do Biacore foi alcangado com os Fabs otimizados. Por esse motivo
os valores de afinidade determinados por ECL com base em ftitulagao de -
equilibrio em solugao (SET) (Haenel et al., 2004, submetido para publicagao
em Analytical Chemistry). Depois da mafuragéo por afinidade, um Kp de cer-

ca de 10 pM foi aicangado e o valor confirmado com a utilizagéo de Kinex A,
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A ligagdo de Fab na analise de ligagdo por radioligante alcangou um IC 50
de 110 pM. Desse modo, ambas, a afinidade de MCP-1 e a cinética da liga-
cao aumentaram em até 100 vezes quando comparadas a dos Fab de ori-
gem. Quatro Fabs otimizados preencheram todos os 9 critérios de sucesso,
Dois foram Fabs otimizados L-CDR3 e dois foram clones cruzados compos-‘
tos por cadeias otimizadas de L-CDR3 e H-CDR2. Tod.os 0s quatro foram
convertidos para IgG e retiveram a atividade em todas as analises testadas
com o melhor Kp de 10 pM e o melhor ICso de 20 pM na anaélise de ligagao
por radioligante. Um clone cruzado adicional MOR03899 preencheu todos 0s
critérios de sucesso como urha IgG porém nao como um Fab. Todos os li-
gantes que preencheram os critérios de sucesso foram derivados a partir do
Fab de origem MORO03471 (SEQ ID N¢s 2, 4). O Fab unico, MOR03790 foi
escolhido para a produgdo de IgG, em desenvolvimento de escala de fabri-
cacao, e avaliagao in vivo em modelos animais com base no MOR03471 e
compreendendo seqiiéncias de regides varidveis de cadeia pesada e leve
dadas nas Tabelas 4D e nas SEQ.ID. NOS: 6, 7,9, 13, 14 ¢ 16.

Triagem por Bioveris Durante a Maturagado por Afinidade. Clones
de Fabs com a afinidade melhorada foram identificados através uma analise
BioVeris de uma triagem de afinidade de alta produgdo com base em ECL. .

Depois dessa selegdo quatro sub clones foram consolidados pelo mesmo

- método.

Estratégias de Selegdo Para maturagé@o por afinidade. No total
foram executadas 36 sele¢6es diferentes. 18 sele¢des em solugao contra
biotin-K69 MCP-1 (V411) com a captura de complexos de fago-antigeno em
contas de Estreptavidina. A rigorosidade durante o processo de selegao foi
aumentada pela reducdo da concentragdo de antigenos, sele¢ao fora da
qualidade e lavagem prolongada. Além disso, foram executadas 18 selegoes
em semi-solugdo contra biotin-K69 MCP-1, capturando complexos de fago-
antigeno para placas de Neutravidin. Nessas selegoes, a rigorosidade foi
aumentada pela reducao da concentrag@o de antigenos e lavagem longa.

Triagem por BioVeris para maturagao por afinidade. O antigeno

biotin-K69 MCP-1 41l foi usado as sele¢ao de maturagao e também para a
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triagem com base no BioVeris. A triagem funcionou de forma muito eficiente
com relagdo a identificagdo dos ligantes aperfeicoados. Para cada uma das
36 condicdes de selecdo 92 clones foram submetidos a triagem, resultando
em 3312 clones triados. No total, 85 ligantes unicos diferentes otimizados
foram identificados. Foram encontrados Fabs otimizados em todos os 3 gru-
pos. Além desses, Fabs otimizados em L-CDR3 e H-CDR2 puderam ser i- -
dentificados, tornando possivel a clonagem cruzada com relacdo aos Fabs
designados como os derivados de MOR03471 e MOR03548. 46 Fabs otimi-
zados derivados a partir do MOR03548 vieram da otimizagao da H-CDR2
exibindo uma afinidade e atividade mais altas comparados com os 11 Fabs
otimizados L-CDR3. Porém também a MORO03471 de origem foi otimizada
com muito sucesso nessa maturacdo com 23 Fabs otimizados em L-CDR3 e
um em H-CDR2. Fabs melhorados derivaram a partir de 4 entre os 7 Fabs
de origem, indicando que cada ligante de origem tem um potencial diferente
para serem otimizados. Finalmente 4 Fabs preenchendo todos os critérios
de sucesso derivaram de MOR03471, somente dois otimizados em L-CDR3
e dois a'partir de clonagem cruzada otimizados em L-CDR2 e H-CDR2.
Clonagem Cruzada das Moléculas de Fabs Otimizados. A estru-
tura modular da tecnologia HUCAL® permite uma rapida clonagem cruzada
de cadeias leves e pesadas otimizadas de Fabs derivados a partir do mesmo
clone de origem simplesmente pela combinagao das duas cadeia otimizadas
em uma etapa de clonagem. A clonagem cruzada ¢ um meétodo rapido com o
potencial para conseguir anticorpos melhorados adicionais sem uma rodada
adicional de maturagéo. Por um lado 2 derivados de L-CDR3 de MORO03548
otimizados foram clonados de forma cruzada com 6 H-CDR2 de MOR03548
otimizados levando a 12 clones cruzados. Por outro lado, 22 L-CDR3 de
MORO03471 otimizados foram clonados de forma cruzada com um clone dis-
ponivel de H-CDR3 de MOR03471 otimizado. Neste projeto a clonagem cru-
zada executada com sucesso levando a dois clones cruzados de diferentes -
derivados de MOR03471, MOR03850 e MOR03878, que finaimente satisfi-

zeram a todos os critérios de sucesso.

Caracterizagao Detalhada de 16 Anticorpos Pré-selecionados
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85 Fabs otimizados identificados a partir de triagem por afinida-
de e 34 clones cruzados adicionais (vide acima) reéu!taram em um total de
110 Fabs uUnicos otimizados diferentes, que nao foram todos caracterizados
através de todas as andlises disponiveis. Por esse motivo, 16 Fabs otimiza-
dos foram pré-selecionados de acordo como seu IC50 em inibi¢do de ligagao
por radioligante, a atividade na andlise de liberagao de éélcio, a falta de si-
tios de N-glicosilagcdo nas CDR (Tabelas 4A e B) e a afinidade. A caracteri-
zacao mais detalhada inclui o teste de especificidade, a ligacao a e a neutra-
lizacado da MCP-1 natural, a afinidade a MCP-1 humana e de cyno, a ativida-
de na andlise de quimiotaxia e a caracterizacdo de todas as GiG1 converti-
das.

Os clones representando os Fabs otimizados estéo representa-
dos pelas seqliéncias dadas nas Tabelas de 4A a C, nas quais o Fab de ori-
gem do clone MOR03471 tem estruturas VH3 x 3 kapa e 0 MOR03548 tem
as estruturas VH1A x lambda 3. Os 17 Fabs selecionados com atributos fisi-
co-quimicos desejaveis (nenhum sito de N-glicosilagao nas CDR) e proprie-
dades otimizadas de afinidade e de bioatividade, exibem determinadas se-
quéncias alternadas unicas de CDR e sequiéncias de consenso representati-
vas entre as seqiiéncias HC-CDR2 e LC CDR3 dentro das estruturas usadas
(VH3 e VH1A) bem como,mais geralmente, um consenso entre todas as HC-
CDR1. Essas seqliéncias de consenso estdo mostradas nas Tabelas de $c a
4E e nas SEQ ID NOS: 2 a 26.

Tabela 4A: Seqiiéncias CDR de cadeia Pesada de 17 ligantes selecionados

Origem MOR # T\i/:o HCDR1 HCDR2 HCDR3
MOR03471 de- | 3781 |VH1A| GGTFSSY- | WMGGIIPIFG- | YDGIY-
rivado (L-CDR3) GIS TANYAQKFQG | GELDF
MORO03471 de- | 3790 [VH1A| GGTFSSY- | WMGGIIPIFG- | YDGIY-
rivado (L-CDR3) -GIS TANYAQKFQG | GELDF
MORO03471 de- | 3791 |[VH1A| GGTFSSY- | WMGGIIPIFG- | YDGIY-
rivado (L-CDR3) GIS TANYAQKFQG | GELDF
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Origem MOR # Tipo HCDRH1 HCDR2 HCDR3
MORO03471 x | 3849 |VH1A| GGTFSSY- | WMGAINPLAGH-| YDGIY-
clone GIS THYAQKFQG | GELDF
(3822x3797)
MORO03471 x | 3850 [VH1A| GGTFSSY- | WMGAINPLAGH-| YDGIY-
clone GIS THYAQKFQG | GELDF
(3822x3819)
MORO03471 x | 3878 |[VH1A| GGTFSSY- | WMGAINPLAGH-| YDGIY-
clone GIS THYAQKFQG | GELDF
(3822x3794)
MORO03471 x | 3885 |VH1A| GGTFSSY- | WMGAINPLAGH-| YDGIY-
clone GIS THYAQKFQG | GELDF
(3822x3788)
MOR03471 x | 3899 [VH1A| GGTFSSY- | WMGAINPLAGH-| YDGIY-
clone GIS THYAQKFQG | GELDF
(3822x3876)
MOR03548 de- | 3744 | VH3 GFT- WVS- FEFTPW
rivado (L-CDR3) FRSYGMS | NIRSDGSYTY- | TYFDF
YADSVKG |
MOR03548 de- | 3747 | VH3 GFT- WVS- FEFTPW
rivado e (L- FRSYGMS | NIRSDGSYTY- | TYFDF
CDR3) YADSVKG
MOR03548 de- | 3753 | VH3 GFT- WVSSI- FEFTPW
rivado (H-CDR2) FRSYGMS | EHKWSGYTTS- | TYFDF
~ YAASVKG
MOR03548 de- | 3754 | VH3 | GFT- WVSSI- FEFTPW
rivado (H-CDR2) FRSYGMS | EHKWSGYATT- | TYFDF
YAASVKG
MORO03548 de- | 3755 | VH3 GFT- WVSSI- FEFTPW
rivado (H-CDR2) FRSYGMS | EHKWSGYATG- | TYFDF
YAASVKG
MOR03548 de- | 3757 | VH3 GFT- | WVSSIEHKWTN- |FEFTPW
rivado (H-CDR2) FRSYGMS | YATSYAASVKG | TYFDF
MOR03548 de- | 3758 | VH3 GFT- |WVSSIEHKWTG- |FEFTPW
rivado e (H- FRSYGMS | YATSYAASVKG | TYFDF

CDR2)
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Origem MOR # -T\i/;o - HCDR1 HCDR2 HCDR3
MORO03548 de- | 3832 | VH3 GFT- WVSSIEHKWSN- [FEFTPW
rivado e (H- FRSYGMS | YATSYAAGVKG | TYFDF

CDR2) ‘
MORO03548 de-{ 3836 | VH3 GFT- WVSSI- FEFTPW
rivado e (H- FRSYGMS | EHKWSGYATG- | TYFDF
CDR2) YAASVKG
Tabela 4B: Sequéncias CDR de Cadeia Leve de 17 ligantes selecionados
. VL '

De origem MOR # Tipo LCDR1 LCDR2 LCDR3
MORO03471 de-| 3781 |VL-O3] RASQSVS- | LLIYDASSRAT HQYI-
rivado (L-CDRS3) DAYLA ELWSF
MORO03471 de-| 3790 [VL-O3] RASQSVS-| LLIYDASSRAT | HQYIQ-
rivado (L-CDR3) DAYLA LHSF
MORO03471 de-| 3791 |VL-C3| RASQSVS-| LLIYDASSRAT QQYI-

rivado e (L- DAYLA DISPM

CDR3) _
MORO03471 x 3849 [VL-113] RASQSVS- | LLIYDASSRAT QQYI-
clone DAYLA | sHPQ
(3822x3797) |
MORO03471 x | 3850 [VL-113] RASQSVS-| LLIYDASSRAT | QQ-
clone DAYLA YITYPPF
(3822x3819) '
MORO03471 x | 3878 |vL-03| RASQSVS-| LLIYDASSRAT | QQ-
clone DAYLA YISFPA
(3822x3794)
MOR03471 x | 3885 |VL-03| RASQSVS-| LLIYDASSRAT | QQ-
clone DAYLA YISQPV
(3822x3788) |
MORO03471 x | 3899 [VL-03| RASQSVS- | LLIYDASSRAT | HQ-
clone DAYLA YIFYPN
(3822x3876)
MOR03548 de- | 3744 |VL-23| SGDN- | LVIYDDDNRPS | QTY-
rivado (L-CDR3) LGKKYVY DRFSS-
TA
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De origem MOR # T\i/;_o LCDR1 LCDR2 LCDR3
MORO03548 de- | 3747 |VL-03] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (L-CDR3) LGKKYVY DRFSST

G
MORO03548 de- | 3753 |vL-003] SGDN- | LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) SAS
MORO03548 de- | 3754 |VL-0O03] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) _ SAS
MOR03548 de-| 3755 |VL-03] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY ' TAQS-
CDR2) SAS
MORO03548 de- | 3757 [VL-03] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) SAS
MORO03548 de- | 3758 |VL-0O3] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) SAS
| MOR03548 de- | 3832 |VL-O03] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
| rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) SAS
MORO03548 de- | 3836 |[VL-0O3] SGDN- LVIYDDDNRPS | QSY-
rivado (H- LGKKYVY TAQS-
CDR2) SAS
Tabela 4C: Sequéncias de consenso para Regides V anti MCP-1 (12 parte)
SEQ Regiao
ID W FR1 CDR1 FR2
NO:
2 VH1A | qvElvgsgae vkkpgssvkv | GGTFSSY- erqapgqgle
sckas GIS
3 VH3 QVQLVESGGG GFT- WVRQAPGK-
LVQPGGSLRL SCAAS | FRSYGMS GLE
4 Kapa3 | DIVLTQSPAT LSLSP- | RASQSVS- WYQQKPG-
GERAT LSC DAYLA QAPR
5 Lamb- - DIELTQPPSV SGDN- WYQQKPG-
da3 SVAPGQTARI SC LGKKYVY QAPV
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SEQ
ID CDR2 FR3 CDR3 FR4
NO:
2 WMGXIXPXXG rvtitadest stay- ydgiygeldf | wgqgtlvtvss
XXXYAQKFQG | melssl rsedtavyyc :
ar
3 WVSNIRSDGS RFTISRDNSK FEFTPWTYF | WGQG-
YTYYADSVKG NTLYLQMNSL DF TLVTVSS
RAEDTAVYYC AR
4 LLIYDASSRAT GVPARFSGSG XQYIXXXX | FTFGQGT
SGTDFTLTIS S- | KVEIK
LEPEDFAVY YC
5 LVIYDDDNRPS GIPERFSGSN | QXYXXXSS FGGGT-
SGNTATLTIS XX KLTVL
GTQAEDEADY
YC
Tabela 4D: CDR unicos anti-MCP-1
Regido V SEQID | Designagdo do SEQUENCIA
CDR NO: Fab
VH1A | CDR1 6 Todo MOR03471 GGTFSSYGIS
VH1A | CDR2 7 3781, 3790, CNTO WMGGIIPIFGTAN-
888 YAQKFQG
VH1A CDR2 8 3899 WMGAINPLAGHTH-
YAQKFQG
VH1A | CDRS3 9 Todo MOR03471 ydgiygeldf
VH3 CDR1 10 Todo MOR03548 GFTFRSYGMS
VH3 CDR2 11 3744, 3747 WVSNIRSDGS YTY-
YADSVKG
VH3 CDRS3 12 Todo MOR03548 FEFTPWTYFD F
Kapa3 | CDR1 13 Todo MORO03471 RASQSVSDAYLA
Kapa3 | CDR2 14 Todo MORO03471 LLIYDASSRA T
Kapa3 | CDR3 15 3781 HQYIELWSF
Kapa3 | CDR3 16 3790, CNTO888 HQYIQLHSF
Kapa3 | CDR3 17 3899 HQYIFYPN
Lambda3 | CDR1 18 Todo MOR03548 SGDNLGKKYV'Y
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Regido V SEQID | Designagéo do SEQUENCIA
CDR NO: Fab :
Lambda3 | CDR2 19 Todo MOR03548 LVIYDDDNRP S
Lambda3 | CDR3 20 3744 QTYDRFSSTA
Lambda3 | CDR3 21 3747 QSYDRFSSTG
Tabela 4E: Seqléncias de Consenso das Regides CDR Anti-MCP-1.
SEQID
CDR NO: SEQUENCIA VARIANTES
VH1A- 22 WMGXIXPXXG X4=A,G
CDR2 XXXYAQKFQG X6=1IN
X8=1I,1L
X9=AF
X11=H,T
X12=A,T
X13=H,N
VH3- 23 WVSSIEHKWX X10=S,T
CDR2 XYXTXYAAXV KG X11 =G, N
' X13=A,T
X15=G,S, T
X19=G, S
Lk- 24 XQYIXXXX X1=H,Q
CDR3 X5=D,E,F,Q,S, T
X6=Q,L,LHT,F
X7=W,H,S,P
X8=A,N,Q,V, P-F,P-M, S-F
LA- 25 QXYXXXSSXX X2=S§, T
CDRS3 X4=D,T
X5=AR
X6=F,Q
X9=AT
X10=A,G, S
HC- 26 GXTFXSYGXS X2=F G
CDR1 X5=S,R
- X9=I,M
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Tabela 5: Sumario da Afinidade dos anticorpos selecionados. (12 parte)

n=2

‘KD [nM] MOR3757 MOR3781 MOR3790
Fab BioVeris .
rh MCP-1 0,008/0,02 0,03 +0,01 0,12 + 0,01
n=2
Fab BioVeris
cyno MCP-1 0,01/0,07 0,004/0,01 0,06 + 0,02
n=2
Fab KinexA
bt-K69 h MCP-1 0,0067 0,0089 0,075
(CNTO)
IgG1 BioVeris
th MCP-1 ND 0,02 0,07 +0,03
n=3
n=2
IgG1 BioVeris
_ + 0,01
cyno MCP-1 ND 0,016 + 0,008 0,06+ 0,0
n=3
n=2
Tabela 5: (22 parte)
KD [nM] MOR3850 MOR3878 MOR3899
Fab BioVeris
rh‘MCP-1 0,04 + 0,01 0,32 + 0,14 0,81 +£0,18
n=2
Fab BioVeris
cyno MCP-1 0,04 0,32 + 0,04 0,49 + 0,04
n=2
Fab KinexA
bt-K69 h MCP-1 0,02 ND ND
(CNTO)
IgG1 BioVeris
1
th MCP-1 0,011+ 0,005 0,27 + 0,06 0,34 + 0,05
n=3
n=2
IgG1 BioVeris
0,021 £ 0,015
cyno MCP-1 niso 0 0,23 +0,02 0,36 + 0,06
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Ligacdo a MCP-1 nativa medida por Biacore. Ligagdo a MCP-1
nativa foi testada no modo de captura Biacore Fab e todos Fabs seleciona-
dos mostraram ligacdo a MCP-1 nativa. Especialmente se os limites de
detccdo para determinagdo de Kp forem alcangados com Fabs otimizados,
métodos alternativos para determinagao de afinidade e verificacao de espe-
cificidade tiveram que ser usados.

Conversbes de IgG. Todos os Fabs otimizados selecionados
para caracterizagao detalhada foram convertidos no formato IgG1, além dis-
s0, 4 Fabs foram sub-clonados no formato 1IgG4. Os dados de expressao e
a atividade em diferentes analises do IgG4 humano testado foram tao bons
quanto os respectivos IgG1.

Titulacdo de Equilibrio de Solugdo usando BioVeris. Como um
método alternativo para determinacdes de Kp sensivel, a titulagdo de equili-
brio de solugédo (SET) usando tecnologia BioVeris foi realizada. Constantes
de dissociagdo monovalentes foram calculadas através de modelos de ajuste
apropriados para Fab e IgG. Este método foi adequado para medida de afini-
dade e estudos de reatividade cruzada. Todos os 16 ligandos selecionados
foram analisados através da titulagao de equilibrio de solugao (SET) usahdo
BioVeris (Tabelas 5 e 6) e estes valores de afinidade foram com relagao aos
valores de afinidades finais. Varios ligandos .incluindo MORO03757,
MORO03781,  MOR03790, MOR03850, MOR03878 como Fab e IgG e

' MORO03899 como IgG preencheram os critérios de sucesso de afinidade con-

tra MCP-1 humano sendo < 0,5 nM e ciano MCP-1 sendo < 20 nM. Melhores
afinidades para MCP-1 humano foram 20 a 40 pM no nivel do Fab e 10 a 20 .
pM no nivel de IgG (Tabela 5). Melhores afinidades para MCP-1 cinomoélogo
foram 10 a 40 pM no nivel de Fab e'20 pM no nivel de IgG (Tabela 6).

Testes de especificidade usando BioVeris. Além da afinidade,
também a especificidade, especialmente a reatividade cruzada a Eotaxiné e
MCP-2 foi analisada na titulagdo de equilibrio de solugdo (SET) usando Bio- -
Veris. Nenhuma reatividade cruzada a MCP-2 humana foi detectavel para
qualquer dos selecionados 16 Fabs e 15 IgG testadas (uma das IgG selecio-

nadas nao estava disponivel). Da mesma forma como a MCP-1 humana, a
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MCP-2 humana se liga principalmente ao receptor CCr2, enquanto que a Eo-
taxina humana se liga predominantemente ao receptor CCR3. Nenhuma reati-
vidade cruzada a Eotaxina humana foi detectavel com relagé@o aos Fab e IgG
MORO03744, MOR03747, MOR03790 e MOR03781 em BioVeris, enquanto
que 12 ligantes selecionados incluindo o MORO03850 exibiram alguma reativi-
dade cruzada & Eotaxina no formato Fab ou IgG (dados ndo mostrados).

| Especificidade de Anticorpos Otimizados no Modo de Captura de
Anticorpo Biacore (CNTO). A avaliagdo da especificidade foi executada com
IgG selecionadas. Em Biacore 100 nM de MCP-1, MCP-2, 3, 4 humana e
Eotaxina 1, 2 € 3 humana foram adicionados aos_anticorpos otimizados cap-
turados. As IgG MORO03790, MOR03791, MOR03747, MOR03850,
MORO03744, MOR03849, MOR03878, MOR03885, MOR3899 e MOR03781
nao mostraram um sinal significativo de ligagdo as quimiocinas homologas e
satisfizeram os critérios de sucesso de especificidade (Tabela 6).

A ligagdo de Fabs & MCP-2 ndo inibe a ligagio de 125 MCP-2 a
células Thp-1 (CNTO). Para analisar a atividade de ligagéo do Fab a MCP-2
e a Eotaxina detectada em Biacore transladada para atividade de neutraliza-
cdo, foram desenvolvidas analises de ligagdo de radioligante a célula inteira
no Centocor. As 1'?® MCP-2 mostraram uma bela ligagédo as células Thp-1 e .
a ligacéo foi inibida através da adigdo de MCP-2 ndo marcada, porém nao
pela adigdo do anticorpo de referéncia especifico para MCP-1 C775. Os re-
sultados proporcionaram uma analise funcional importante para testar a es-
pecificidade de ligagao/neutralizagdo. 1 ng/ml de MCP-1 foi usado em uma
andlise de ligacdo ao receptor, enquanto que cerca de 100 ng/ml de MCP-2
foram necessarios nessa andlise, na medida em que a marcagao de MCP-2
pode ter ocasionado uma perda em atividade. O MOR03754 nao exibiu uma

_inibicao significativa da ligagdo do MCP-2 marcada com 125| ao receptor

CCR2 nas células Thp-1 (ICsp 2 2 pM).

Os Fabs Amadurecidos Inibem de Forma Potente a ligagao de
I MCP-1 a Células Thp-1. Devido a baixa quantidade necessaria de 2
ng/ml, esta analise foi a analise mais sensivel neste projeto com um limite de

ICso de analise de cerca de 100 pM para o Fab e mesmo de 20 pM para a
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IgG. (Tabela 5). Depois da otimiza¢do dos Fabs tinham que inibir a ligacao
da MCP-1 humana ao seu receptor CCr2 humano nas células Thp-1 com um
ICso abaixo do Fab C775 de referéncia. O Fab de origem do MOR03471
mostrou um ICso de 180 nM e os derivados do Fab otimizado MOR03471
(MOR03781 com 180 pM, MOR03790 com 260 pM, MOR03850 com 160
pM, MOR03878 com 110 pM e MOR03899 com 130 pM) exibiram um melho-
ramento total de atividade durante a otimizagado de até um fator de 1000 x.
Embora esta andlise foi a bioanalise mais sensivel disponivel neste projeto,
mesmo nesta andlise os ligantes otimizados pareceram ter chegado aos limi-
tes de analise. '

As IgG Amadurecidas Inibem de Forma Potente a ligagao d
MCP-1 a Células Thp-1. O bloqueio dos sitios de ligagao do receptor Fx pela

adicdo de IgG humana n3o relacionada foi importante para as analises de

e |125

ligacdo por radioligante e de mobilizagdo de calcio. Todas as IgG testadas
conservaram a atividade na analise de ligagdo por radioligante. O valor de
ICs, do MOR03781 otimizado foi de 20 pM, 30 pM para MOR03790, 50 pM
para MOR03850, 30 pM para MOR03878 e 50 pM para MOR03899. Inibigcao
do Desenvolvimento da Analise FACS da Internalizagdo do Receptor CCR2
induzida pela MCP-1. As andlises se internalizacdo do receptor foram reali-

zadas com a utilizacdo de células expressando CCR-2 que exibiram uma

| expressdo de CCR-2 mais alta do que as células THP-1, levando a um me-

thor sinal com relagdo a proporgao de ruido. Primeiro a MCP-1 humana sin-
tética foi titulada na analise para determinar o valor de ECso. O valbr de ECso
para a MCP-1 foi encontrado como sendo de 116 ng/ml. Por esse motivo,
100 ng/ml (~11 nM) para a MCP-1 foi escolhido para outras andlises FACS.
Além disso, o tempo de incubagdo 6timo para ser obtida a internalizagao
completa foi avaliado a 37°C. A maioria da internalizagao oborreu dentro dos
primeiros 30 minutos. Por essa razao, um tempo de incubagdo de 1 hora foi
usado em todas as analises que se seguiram. A analise foi desénvolvida-

com sucesso para permitir uma determinacéo de ICso. A atividade e a classi-

ficagdo d entre 0,001 até 200 ug/ml de Fab ou IgG usados para a inibigao da

internalizagao do receptor induzida pela MCP-1 foi medida. Os ligantes oti-
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mizados selecionados exibiram uma boa inibi¢do as internalizagao do recep-
tor induzida pela MCP-1 (dados ndo mostrados). Dois lotes diferentes de
Fabs foram testados em paralelo com uma capacidade de reprodugao de-
monstrada. »

Para a analise de internalizacdo com a util_izagéo de Fabs, um
ICso de 5.nM para MORO03790, 4 nM para MOR03850, 7 nM para
MORO03781, 5,3 nM para MOR03878 e 3.3 nM para MORO03899 (Tabela 6).
A 1gG1 de MOR03781 também mostrou 7 nM, indicando que a atividade foi
conservada depois da conversao da IgG.

Mobilizagdo da Inibicdo de Calcio (CNTO). A-MCP-1 induz a
mobilizagdo de caicio nas células THP-1 que pode ser detectada com o auxi-
lio de um fluorforo. Os anticorpos otimizados exibiram uma inibi¢cao potente
da mobilizacdo de caicio os 4 candidatos finais MOR03781, MORO03790,
MOR03850 e MOR03878 Fab exibiram valores de ICso a partir de 18 até 28
nM. As respectivas IgG de nosso conservaram a atividade e exibiram valores
de ICs ainda ligeiramente melhores a partir de cerca de 6 até 10 nM devido
a capacidade das mesmas de neutralizar 2 moléculas de MCP-1 por IgG. De
novo os limites da analise pareceram ser alcangados a cerca de 10 nM.

A inibigdo da MCP-1 natural Induziu a Mobilizagao de Calcio. A .
MCP-1 natural foi purificada a partir do sobrenadante PANCRI e usada para
a indugéo' da liberagdo de caélcio. Os Fabs otimizados exibiram a inibicao da
mobilizacdo de calcio induzida pela MCP-1 natural com uma atividade mais
elevada quando comparada ao anticorpo de referéncia C775. De novo 0s
limites da andlise pareceram ser alcangados a cerca de 10 até 20 nM da
MCP-1 natural.

Inibicdo da quimiotaxia. Devido aos efeitos potenciais nao espe-

cifico, os Fabs de origem ndo puderam ser testados na analise de quimiota-

‘xia., porém depois da maturagdo, todos os Fabs otimizados testados inibi-

ram especificamente a quimiotaxia o que pode ser devido a atividade au-
mentada. Todas as IgG otimizadas testadas foram ativas na analise de qui-
miotaxia. Como a andlise foi semi quantitativa, nenhum dos valores de ICso

apropriados pode ser determinado.
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Competicao de Ligacdo com Referéncia ao Anticorpo C775. To-
dos os MOR03548 pré-selecionados derivados de Fabs inibiram completa-
mente a ligagdo do C775 a MCP-1 em um formato de competicdo em fase
sélida. Todos os 7 MOR03548 pré-selecionados derivados de Fabs exibiram

uma competicao parcial ( ~ 60%)nesta analise.

Sumario dos Dados.

Tabela 6: Perfis de Abs Que Satisfazem os Critérios de Sucesso. (12 parte)

Inibicao da internalizagao de
CCR2

Referéncia | MOR3790k | MOR3850k
Critérios de Sucesso Fab IgG Fab IgG Fab IgG
#1,6 65, - 0,12, 0,07 0,04, 0,01
MCP-1 Kd<0.5 nM '
IGEN
#2 _ Nenhuma, | (MCP-2/Eo), | (MCP-2/E0),
MCP-1 especificidade Nenhuma Nenhuma Nenhuma
BlAcore (I1gG)
#3 35,6, 25,6 0,26, 0,03 0,16, 0,05
Inibicdo 1251 MCP-1 | ‘
IC50< C775 _
#4 Sim, sim sim, ND sim, ND
Inibigao da quimiotaxia ~
#5 715,623 | 2502,4,26 | 28,42,9,47
Inibicdo da mobilizagao de ' '
-Ca2+
IC50 < C775
#7 ND, ND 0,06, 0,06 0,04, 0,01
Cyno MCP-1
Kd <10 nM
#8 Sim, ND Sim, ND Sim, ND
Inibigao de Ca2+ |
Induzida pela MCP-1 Natural
Medig¢ao prolongada-1 Sim, Sim parcial, ND parcial, ND
competicao C775 '
Medi¢ao prolongada-t-2 65, ND 5, ND 4, ND




Tabela 6: (22 parte)
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MOR3781k | MOR3878k | MOR3899k
Critérios de Sucesso Fab IgG Fab IgG Fab 1gG
#1,6 0,03, 0,02 0,32 0,27 (0,81) 0,34
MCP-1 Kd<0.5 nM
IGEN
#2 (MCP-2/Eo), | (MCP-2/E0), | (MCP-2/E0),
MCP-1 especificidade Nenhuma Nenhuma Nenhuma
BlAcore (IgG)
#3 0,18, 0,02 0,11, 0,08 0,13, 0,05
Inibigdo 1251 MCP-1
IC50< C775
#4 sim, ND sim, ND sim, ND
Inibicdo da quimiotaxia
#5 21,8, 10,9 20,24, 6,7 17,54, 5,85
Inibicao da mobilizagao de
Ca2+ '
IC50 < C775 :
#7 0,01, 0,02 0,32, 0,23 0,49, 0,36
Cyno MCP-1 |
Kd <10 nM
#8 Sim, ND Sim, ND Sim, ND
Inibicao de Ca2+
Induzida pela MCP-1 Natural
Medicao prolongada-1 parcial, ND [ parcial, ND | parcial, ND
competi¢cdo C775
Medigao prolongada-t-2 7,7 5,3, ND 3,3, ND
Inibicao da internalizagao de
- CCR2

Exemplo 4: Selecdo de Candidatos Terapeuticos
Selecdo e geragao do candidato terapéutico final, CNT0888.

Dois dos mAbs, 3781 e 3790, que sao diferentes somente em
suas sequéncias de cadeia leve CDR3 (Tabelas 4C e D, SEQ ID NOS: 15 e

16) demonstraram atividades biolégicas quase idénticas nas analises. A ana-
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lise de capacidade de geracdo de imunizagao in silico foi realizada para a
identificacdo de potenciais peptidios de ligacdo da classe HLA |l e para de-
terminar se os candidatos eram significativamente diferentes em termos de
epitopos de ligacdo HLA. A andlise previu que o mAb 3790 apresentar um
potencial mais baixo com relagdo a capacidade de geragdo de imunizagéo
do que o0 mAb 3781. Com base isso e nas outras analises bioquimicas e bio- -
l6gicas mostradas na Tabela 6, o 3790 compreendendo as regioes de estru-
tura de cadeia pesada VH1A (SEQ ID NO: 2) e as regibes CDR da cadeia
pesada, SEQ ID NOS: 6,7 e 9 e a estrutura kapa 3 da cadeia leve (SEQ ID
NO; 4) e as regides CDR, SEQ ID NOS: 13, 14 e 16, foram selecionados
para os mAD terapéuticos finais.

A sequéncia do terminal N do .mAb 3709 determinou variagoes a
partir das sequéncias da linha de germe humana, devido as mudangas de
aminodcido introduzidas durante a clonagem. Além, disso, os cddons de a-

minoacido (isto é, a sequéncia de DNA) tiveram a propensao de expressao

‘maxima em células procaridticas bacterianas. O DNA Mab foi ressintetizado

para a correcao do alinhamento imperfeito do terminal N com relagao a se-
qﬁéncia da linha de germe e para a mudanga do viés do cédon para aqueles
favorecidos em proteinas humanas altamente expressas. A sequéncia modi-
ficada do mAb 3790 é designada como CNTO 888 compreendendo as se-
quéncias das regides varidveis de seqliéncia pesada e de sequéncia leve
das SEQ ID NOS: 27 e 28 respectivamente e abaixo (com as CDR sublinha-
das) nas quais os residuos do terminal N da cadeia pesada sao QVQ (Gin-
Val-Gin) e ou da cadeia leve sao EIV (GIu-Iie-VaI).

Sequéncia variavel da cadeia pesada CNTO888 (SEQ ID NO: 27)
QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSSYGISWVRQAPGQGLEV_V_MQ_
GIIPIFGTANYAOKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARX_QQI_
YGELDFWGQGTLVTVSS

Sequiéncia variavel da cadeia leve CNTO888 (SEQ ID NO: 28)
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSDAYLAWYQQKPGQAPRLLIYD
ASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCHQYIQLHSFTFGQ

GTKVEIK
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Caracterizacio bioquimica e biofisica da CNTO888. A CNTO888 ¢ um anti-
corpo totalmente humano IgG kapa. N&o existe na sequéncia a previsao pa-
ra sitios de glicosilagdo ligados a N. As propriedades bioquimicas e biofisi-
cas da CNTO888 (transitoriamente expressas em células HEK293 e purifi-
cadas através de cromatografia de afinidade de proteina A) foram caracteri-
zadas em SDS-PAGE, cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC), es-
pectro de massa (MS) e BlAcore, com relagdo a afinidade de ligacao (Kp) e
especificidade. No SDS-PAGE, a CNTO888 natural migra como uma faixa
Unica a aproximadamente 150 kDa. A IgG reduzida/alquilada migra como
duas faixas a aproximadamente 60 kDa e 33 kDa. A cromatografia por ex-
clusdo de tamanho da CNTO888 demonstrou a eluicao da IgG como um uni-
co pico no mesmo volume de eluicdo como aquele medido para a IgG de
controle Remicade (dados ndo mostrados). Finalmente, a analise MS mos-
trou que a CNTO888 tem uma méssa de 147.000 Da (dados nao mostra-
dos). A analise BlAcore demonstrou que a afinidade de ligagdo da CNTO888
(Kp) com ‘[ellagéo a CCL-2 de cyno e humana foi de 30 e 10 pM, respectiva¥
mente. A CNT0888 nao exibiu a ligagdo detectavel em BlAcore as quimioci-
nas relacionadas com a CCL-2, isto é, as MCP-2, 3, 4 a eotaxina 2, 2 e 3.
Caracterizagdo in vitro da CNTO888. -

As atividades bioldgicas da CNTO888 fora, avaliadas em uma

variedade de analises com base em células. A CNTOB888 expressa transito-
riamente avaliada em todos os critérios de sucesso tinha atividades das
quais néao foram distinguidas da mAb 3790 de origem (Tabela 5).
Exemplo 5: Clonagem e Expressdo de um Anticorpo Anti MCP-1

Aliquotas de E.coli com os plasmidios CNTO888, p2844 e
p2882, contém as cadeias pesada e leve do anticorpo, respectivamente. O
plasmidio p2844 contém-a sequéncia de codificagao da cadeia pesada oti-
mizada da CNTOB888 codificando as regides sob ‘o promotor anti-CD4 da
cadeia pesada e o plasmidio p2882 contem a cadeia leve otimizada da CN-
TO888 codificando regides sob o promotor anti-CD$ da cadeia leve. Ambos
os constructos incluem o gene de selegao gpt para conferir resisténcia qui-

mica com relagao a MHX (Acido Micofendlico, Hipoxantina e Xantina). Cada



10

15

20

25

30

129

plasmideo foi purificado, caracterizado e sequenciado. _

As células a partir de uma cultura exponencial da linha de célu-
las hospedeiras C463A, um derivado Sp2/0 adaptado para crescer no meio
quimicamente definido (CD-Hibridoma), foram co-eletroporadas com o0s
p2844 e p2882 linearizados. Depois de 48 horas, as células foram expostas
a 1 x MHX (0,5 mg/l de &cido micofendlico, 2,5 mg/l de Hipoxantina e 50 mg/I
de Xantina). Trés dias depois da sele¢do, a viabilidade das células tinha de-
crescido para menos do que 13%, em cuja ocasido - 90.000 células viaveis
foram colocadas em placas de metilcelulose. As células foram incubadas
sem serem perturbadas durante de oito até treze dias, em seguida triadas e
colocadas em placas de 24 cavidades com a utilizagdo do procedimento Ha-
lo. As culturas foram expandidas e foram obtidas as titulagdes crescidas em
excesso nas 24 cavidades.

A linha mais alta de células de origem (1C4) teve uma titulagado’
crescida em excesso nas 24 cavidades de 70 mg/l e uma titulagdo de 108,5
mg/l em frascos de agitagdo (em meio de CD-hibridoma). Essa linha de célu-
las de origem, C126A, foi escolhida para uma avaliagao posterior em frascos

de agitagdo. A C126A foi submetida ao Cell Banking Group para a geragao

de um Development Cell Bank (DCB). As células do DCB, designadas como

C1262A:DCB;02SEP04, testaram como negativas com relagdo a micoplas-

" ma e esterilidade. A Produgdo da CNTO888 para sustentar outros estudos

" de pesquisa a partir das células C126A em frascos de agitacdo (com a adi-

cao de peptona de soja) alcangou uma titulagado de 230 mg/l e produziram
366 mg de CNTO888 purificada a partir de uma cultura de 2 litros. Em para-
lelo, uma cultura de 9 | adicional de células C126A produziu - 2 g de matéria
de CNTO888 em bruto para purificagao antecipada e desenvolvimento de
formulagao.

A linha de células de origem C126A foi sub clonada com a utili-
zacao de procedimento Halo e produziu cinco linhas de células de sub clone -
de alta producdo. A melhor linha de sub clones da célula (4D5) teve uma
titulagao crescida em excesso nas 24 cavidades de 70 mg/l e uma titulagéo

de 108,5 mg/l em frascos de agitagao (em meio de CD-hibridoma). Essa li-
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nha de células de subclone foi codificada como C1262B.
Exemplo 6: Tratamento de tumores pancreaticos humanos com CNTO888.

Este estudo investiga se o bloqueio de MCP-1 de tumor (produ-
zido através de células derivadas de tumor humano) suprime o crescimento
do tumor em um xenotransplante murino. Com a finalidade de aferir o tumor,
bem como o papel do homologo hospedeiro COM-1, JE, no crescimento e
na pr.ogresséo’ de doenca maligna, ambos os anticorpos MCP-1 anti-humano
e JE anticamundongo foram testados com relagéo a capacidade de suprimir
o crescimento de tumores pancreaticos humanos in vivo.

Camundongos portadores de tumores pancreaticos BxPC-3 fo-
ram tratados com o anticorpo anti-humano MCP-1 humano designado de
CNTO888 que compreende as sequéncias das regides variaveis (SEQ ID
NOS: 27 e 28, fundidas as regides constantes da IgG humana. Com a finali-
dade de comparar a atividade in vivo do CNTO888 com o anticorpo murino
previamente testado no qual ele foi considerado mais eficaz na inibigdo dos
efeitos no hospedeiro, ambos 0o CNTO888 e o MCP-1 (C775) murino anti-
humano foram administrados em combinacdo com o anti-um JE(C1142).
Com base na medigao do peso final do tumor ambbs 0s Mabs anti-humanos
(CNT0888) e murino (V775) inibiram de forma significativa o crescimento do
tumor.

Materiais e Métodos
As BxPC-3 sao células derivadas do cancer pancreatico huma-

no. Matrigel® preparadas a partir do rumos de Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) foram obtidas de Becton Dickinson (0.2 EU/mg, Bedford, MA).
C775 é um Mab MCP-1 anti-humano de camundongo e C1142 é

-~ um anticorpo JE taro/murino quimérico anti camundongo, com regides varia-

veis de rato e regides constantes de camundongo ambas descritas no Pedi-
do de Patente co-pendente das requerentes U. S. Série de N 11/Co-
pendente das requerentes e depositos relacionados. O anticorpo de controle
e cVaM é uma IgG rato/murina quimérica que consiste em uma regiao varia-
vel de rato e constante de camundongo que serve como um controle de iso-
tipo com relagdo a C1142 e C775. A IgG humana de qualidade clinica foi
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obtida da Beckett Apothecary and Home Health Care, Inc, Sharon Hill, PA, e
serve como um controle para 0 CNT888.

Foram usados no estudo camundongos SCDI fémeas (6 a 8 semanas de
idade) obtidos de Charles River (Raleigh, NC). Os camundongos foram alo-
jados em grupo em gaiolas de plastico com cobertura de filtro e.supridas
com alimento e dgua passada em autoclave.

As células BxPC-3 foram cultivadas em meio RPMI 1640 que
continha 10% de FBS (meio completo). As células foram divididas 1:3 qua-
renta e oito horas antes do inicio do estudo. No dia do estudo, as células
foram tripnizadas para a geragdo de um a Unica suspensdo de ceélulas e a
suspensdo de células foi lavada com 10 volumes do meio completo para a
neutralizacdo da tripsina. As células foram submetidas a rotagdo e ressus-
pensas em soro isento de RPML. O Matrigel® foi descongelado a 4°C de um
dia para o outro. A suspensao de células de tumor Matrigel® foi preparada
pela mistura de volumes iguais da solugio de Matrigel® e de células BxPC-3.
A concentrégéo final da suspenséao de células de cancer foide 5 ¢ 10° célu-
las em 5 mg/ml de Matrigel®. _

No Dia 0, 80 camundongos SCID fémeas foram implantados por
via subcutdnea com 0,2 ml da suspenséo de células BxPC-3. A suspensao
de células de 0,2 ml continha 1 x 10° de células BxPC-3 e 1,0 mg de Matri-
gel®. Foram usadas seringas frias para impedir a polimerizagao do Matrigel®.

Tabela 7. Projeto do estudo antitumor.

Numero do Grupo | Animais por Grupo Tratamento (i.p.)
1 10 PBS
5 10 ' cVaM + hngG
(20 mg/kg cada anticorpo)
3 , 10 C775 + C1142
(20 mg/kg cada anticorpo)
A 10 CNTO888 + C1142
, (2 mg/kg cada anticorpo)
5 10 CNTO888 + C1142
(20 mg/kg cada anticorpo)
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Todos os animais foram pesados no inicio do estudo e uma vez
por semana durante a duragdo do estudo. Uma vez que foi observado o
crescimento do tumor (3,0 mm?®), os tumores foram medidos com compassos
de calibre em duas dimensdes (comprimento e largura) em milimetros (mm).
Os camundongos foram monitorados com relagdo ao crescimento do tumor
e o volume do tumor (mm3foi calculado com base na férmula (comprimento
x largura x largura)/2. _

No dia 14 depois da implantacdo das células de tumor, os ca-
mundongos com um volume médio de tumor de cerca de 50 mm foram dis-
tribuidos aleatoriamente em Cinco grupos (n - 10 por grupo). O tratamento
(Tabela 7) se iniciou no dia 14, e os tratamentos foram administrados duas
vezes por semana durante o restante do estudo (52 dias depois do inicio do
tratamento no dia 14). Os tumores foram medidos uma vez por semana du-
rante o restante do estudo. No final do estudo, os camundongos foram mor-
tos por asfixia por CO,. Os tumores foram dissecados, pesados em uma ba-
lanca digital e fixados. Os tumores foram fotografados com a utilizacao de
uma camara digital. No dia 50, um camundongo do Grupo 3 tinha um tumor
que excedia o limite aceitavel sob as normas do estudo. O volume e 0 peso
deste animal estao incluidos na analise final.

Com relagdo ao peso dos tumores, os dados foram analisados
através de um modelo linear padrdo e analise da variagdo (ANOVA). Os va-
lores de P de menos do que 0,5 com relagao a todos os testes e compara-
cbes foram considerados como significativos a ndo ser que indicado de outra
forma. Foi usada a escala logaritmica uma vez que as presungdes subjacen-
tes de variagao igual e distribuigdo de tamanho normal foram melhor satisfei-
tas. Os valores de meia-duzia zero, para os camundongos que estavam li-
vres do tumor, foram substituidos com um pequeno valor interpolado por
curvas (0,007240538) que facilitou a andlise estatistica na escala logaritmica
sem a corrupg¢ao doa estrutura dos dados.

Com relagdo ao volume do tumor, um modelo de medigc”)es repe-
tidas foi ajustado aos dados, presumindo uma primeira autocorrelagao de co-

variagdo da estrutura. As curvas naturais foram usadas para flexibilizar o
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modelo da curvatura das tendéncias nos perfis de tempo. As comparagdes
do tipo de confrontagéo entre os grupos foram feitas a cada ponto de tempo.
Os calculos foram realizados pelo software de ambiente R.
Resultados

Ambos os grupos de controle negativo de PBS e de cVam/hulgG
exibiram crescimento de tumores similares, chegando a ~ 350 mm? depois
de 51 dias. Isso indica que o tratamento com anticorpo com anticorpos irre-
levantes nao inibe o crescimento de tumores. O crescimento dos tumores
nos trés grupos (C775/C1142 e CNTO888/C1142) foi mais vagaroso do que
o dos grupos de controle negativo,indicando que os tratamentos anti C-
CL2/anti-JE teve um impacto sobre o crescimento do tumor. Os grupos
(C775/C1142 e CNTO888/C1142) (2 mg/kg) exibiram uma inibicao significa-
tiva do tumor quando comparados com o grupo de controle de PBS, como
medido pelo volume de tumor no dia 18 até o final do estudo. O grupo
CNTO888/C1142 (20 mg/kg) mostrou uma inibicao significativa a partir do
Dia 18 até o Dia 39, quando comparado com o grupo de controle de PBS.

Os pesos dos tumores foram obtidos no final do estudo no dia 51
(Tabela 8). Houve camundongos isentos de tumor no Grupo 1 do PBS (1
camundongo), no Grupo 3 C775/C142 (3 camundongos), e no Grupo 4 (CN-

TO888/C1142) (2 camundongos). Quando os pesos dos tumores foram

- comparados, os grupos de CNTO888 em teste mostraram cada um uma re-

" ducgao significativa no peso de tumor quando comparada ao grupo de contro-

le PBS (Tabela 8). O percentual de inibigdo do grupo CNTO888/C1142 do-
sado a 2 mg/kg foi de 80% (P = 0,006), enquanto que para o grupo de CN-
TO888/C1142 dosado com 20 mg/kg a inibigao foi de 68% (P = 0,046). O
grupo C775/C1142 também exibiu uma inibigao signi‘ficativa do crescimento
de tumor (P = 0,004). As diferengas observadas na interpretagdo estatistica
dos resultados do volume do tumor vs o peso do tumor é mais provavel de-
vido a imprecisao da medi¢dao do volume do tumor com compassos de cali- -

bre, quando comparados a precisa@o da pesagem dos tumores retirados do

animal.
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Tabela 8: Peso Final do Tumor

cVaM+Hu C775+CH CN- CN-
Animal # PBS IgG 142 TO0888+C1142* TO888+C1142
1 0 0,142 0 0,089 0,116
2 0,34 0,349 0,075 0 0,13
3 0,368 0,302 0 0,04 0,028
4 0,239 0,667 0,032 0,123 0,13
5 0,386 0,268 0,273 0,198 0,453
6 0,222 0,178 0,018 0,065 0,059
7 0,926 0,531 0,044 0,196 0,058
8 0,484 0,485 0,307 0,128 0,029
9 0,564 0,302 0 0 0,024
10 0,459 0,28 1,328 0,031 0,356
Peso médio
do tumor
(9) 0,399 0,350 0,208 0,087 0,138
SD 0,244 0,163 0,410 0,073 - 0,148

Coletivamente esses resultados indicam que no rhodelo estabe-
lecido BxPC-3 o bloqueio do MCB-1 e do JE de camundongo inibem de for-

ma significativa o crescimento de tumor, e que 0 CNTO888 tem uma ativida-

de antitumor.
Se tornara claro que a invencao pode ser praticada de outra

-~ forma do que a especificamente descrita na descricdo e nos exemplos pre-

10

15

cedentes.
Numerosas modificacoes e variagdes da presente invengao sao

possiveis na luz das informagdes acima e, por esse motivo, estao dentro do

escopo das reivindicagbes em anexo.
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Posicdo conjugada, como por exemplo,

1

20

35
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2
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Asn Phe Thr
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Arg Ile Thr

30

Ile val Ala

Asp Ser Met
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<220>

<221>

<222>

<220>

<221>

<222>

<220>

<221>

<222>

<220>.

<221>

<222>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<220>.

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

109

PRT
Humano

FR1
(1)..(23)
CDR1
(24)..(35)
FR2
(36)..(46)
CDR2
(47)..(57)
FR3
(58)..(89)

VARIANTE
(90)..(90)

X pode ser H ou Q

CDR3

(90) ..(97)
VARIANTE
(94)..(94)

X pode ser Glu,

VARIANTE

(95)..(95)

Gln,

Asp,

Ser,

144

Thr ou Phe
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

1 <222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<220>

<221>

<222>

<400>

1

Glu

Tyxr

Ile

Gly

65

Pro

Arg

Leu

50

Ser

Glu

X pode ser Leu,

VARIANTE

(96)..(96)

Ile,

X pode ser Trp, His,

VARIANTE

(97)..(97)

X pode ser Ala, Val,

VARIANTE

(98)..(98)

X pode estar ausente

FR4

(98)..(109)

FR4

(99)..(109)

3

"Asp Ile Val Leu

Ala Thr

20
Ala Trp
35

Asp Ala

Gly Ser

Asp Phe

Thr Gln

Leu Ser

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr
70
Ala val

85

sSer

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyx

145

His, Tyr, Phe ou Gln

Ser, Prolina

Asn, Gln, Ser ou Prolina

ou ser Phe ou Met

Pro Ala Thr Leu_Ser Leu
10
Arg Ala Ser Gln Ser Val
25
Lys Pro Gly Gln Ala Pro
40 . 45
Ala Thr Gly Val Pro Ala
60
Phe Thr Leu Thr Ile Ser
75
Tyr Cys Xaa Gln Tyr Ile

90

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Xaa

Pro

15

Asp

Leu

Phe

Leu

Xaa

95

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

80

Xaa
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Xaa Xaa Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
<210> 4
<211> 120
<212> PRT

<213> Humano
<220>

<221> FR1

<222> (1)..(25)

<220>

<221> CDR1

<222> (26)..(35)

<220>

<221> FR2

<222> (36)..(46)

<220> .

<221> CDR2

<222> (47)..(66)

<220>

<221> FR3

<222> (67)..(98)

<220>

<221> CDR3

<222>  (99)..(110)

<220>

<221> FR4

<222> (111)..(120)

<400> 4

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 _ ' 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Aré Ser Tyr

20 25 : 30
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Gly Met Ser Trp Val
35

Ser Asn Ile Arg Ser

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Glp Met Asn Ser

85
Ala Arg Phe Glu Phe
100

Gly Thr Leu Val Thr
115

<210>

<211> 107

<212> PRT

<213> Humano

<220>

<221> FRI1

<222> (1)..(22)

<220>

<221> CDR1

<222>  (23)..(33)

<220>

<221> FR2

<222>  (34)..(44)

<220>

<221> CDR2

<222> (45)..(55)

<220>

<221> FR3

<222> (56)..(87)

<220>

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

val

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Ala
40

Ser
Arg
Ala

Trp

Ser

120

Pro

“Tyr

Asp

Glu

Thr

105

147

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Tyr

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Leu Glu

45

Ala Asp

Asn Thr

vVal Tyr

Phe Trp

110

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

Gly Gin
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<400>

<221> CDR3
<222> (88)..(97)
<220>
<221> VARIANTE
<222> (89)..(89)
<223> Xaa pode ser Ser ou Thr
<220>
<221> VARIANTE
<222> (91)..(91)
<223> Xaa pode ser Asp ou Thr
<220>
<221> VARIANTE
<222>  (92)..(92)
<223> Xaa ﬁode ser Arg.ou Ala
<220>
<221> VARIANTE
<222>  (93)..(93)
<223> Xaa pode ser Gln ou Phe
<220>
<221> VARIANTE
1<222>  (96)..(96)
<223> Xaa pode ser Thr ou Ala
<220>
<221> VARIANTE
<222> (97)..(97)
<223> Xaa pode ser Ala, Gly ou Ser
<220>
<221> FR4
<222> (98)..(107)
5

148

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val ‘Ser Val Ala Pro Gly Gln

1 5 10 15
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Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Gly Lys Lys Tyr val
20 25 30
Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro val Leu Val Ile Tyr
35 40 45
Asp Asp Asp Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
65 70 75 80
Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Ser Ser Xaa
85 90 . 95

Xaa Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

100 105
<210> 6
<211> 10
<212> PRT

<213> Humano
<400> 6

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Ile Ser

1 5 10-
<210> 7

<211> 20

<212> PRT

<213> Humano

<400> 7

Trb Met Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln
1 5 10 15

Lys Phe Gln Gly

20
<210> 8
<211> 20
<212> PRT

<213> Humano
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<400>

Trp Met Gly Ala Ile Asn Pro Leu Ala Gly His Thr His Tyr Ala Gln

1

8

Lys Phe Gln Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20
9
10
PRT
Humano
9

5

150

10

Tyr Asp Gly Ile Tyr Gly Glu Leu Asp Phe

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

10

10

PRT

Humano

10

5

10

Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Gly Met Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Val Ser Asn Ile Arg Ser Asp Gly Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp

1

11

20

PRT

Humano

11

Ser Val Lys Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

20

12

11

PRT

Humano

5

5

i0

10

15

15
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<400> 12

Phe Glu Phe Thr Pro Trp Thr Tyr Phe Asp Phe

1 5 ' 10
<210> 13

<211> 12

<212> PRT

<213> Humano

<400> 13

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Asp Ala Tyr Leu Ala

1 5 10
<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Humano

<400> 14

Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr

1 5 10
<210> 15

<211> 9

<212> PRT

<213> Humano
<400> 15

His Gln Tyr Ile Glu Leu Trp Ser Phe

1 5
<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Humano

<400> 16

His Gln Tyr Ile Gln Leu His Ser Phe
1 5

<210> 17
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<211>

<212>

<213>

<400>

8

PRT

Humano

17

152

His Gln Tyr Ile Phe Tyr Pro Asn

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

18

11

PRT

Humano

18

5

Ser Gly Asp Asn Leu Gly Lys Lys Tyr Val Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asp Asn Arg Pro Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

19

11

PRT

Humano

19

20

10

PRT

Humano

20

5 10

5 . - 10

Gln Thr Tyr Asp Arg Phe Ser Ser Thr Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

21

10

PRT

Humano

21

5 i0
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Gln Ser Tyr Asp Arg Phe Ser Ser Thr Gly

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

1<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

22
20
PRT

Humano

VARIANTE
(4)..(4)

Xaa pode

VARIANTE
(6)..(6)

Xaa pode

VARIANTE
(8)..(8)

Xaa pode

VARIANTE
(9)..(9)

Xaa pode

VARIANTE
(11)..(11

Xaa pode

VARIANTE

(12)..(12

Xaa pode

VARIANTE

5

ser

ser

ser

ser

)

ser

)

ser

Gly

Ile

Ile

Phe

Thr

Ala

ou

ou

ou

ou

ou

ou

Ala

ASl’l

Leu

Ala

His

Thr

10
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<222>  (13)..(13)

<223> Xaa pode ser Asn ou His

<400> 22

Trp Met Gly Xaa Ile Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Ala Gln

10

15

20

25

30

1 5 10 15
Lys Phe Gln Gly
20
<210> 23
<211> 22
<212> PRT
<213> Humano
<220>
<221> VARIANTE
<222>  (10)..(10)
<223> Xaa pode ser Ser ou Thr
<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)
<223> .Xaa pode ser Gly ou Asn
<220>
<221> VARIANTE
<222>  (13)..(13)
<223> Xaa pode ser Ala ou Thr
<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..(15)
<223> Xaa pode ser Gly, Ser, ou Thr
<220>
<221> VARIANTE
<222> (19)..(19)
<223> Xaa pode ser Ser ou Gly

<400>

23
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Trp Val Ser Ser Ile Glu His Lys Trp Xaa Xaa Tyr Xaa Thr Xaa Tyr

1

5

Ala Ala Xaa Val Lys Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

'<221>

<222>

<223>

<400>

20

24

PRT

Humano

VARIANTE

(1)..(1)

Xaa pode

VARIANTE

(5)..(5)

Xaa pode

VARIANTE
(6)..(6)

Xaa pode

VARIANTE
(7)..(7)

Xaa pode

VARIANTE
(8)..(8)
Xaa pode

24

Xaa Gln Tyr Ile

1

<210>

25

ser

ser

ser

ser

ser

Xaa

His ou Gln

Asp,

Gln,

Trp,

Ala,

Glu,

Leu,

His,

Gln,

10
Gln, Ser,
Ile, His,

Ser ou Pro

val, Asn,

Xaa Xaa Xaa

15

Thr ou Phe

Tyr ou Phe

Pro-Phe,

Pro-Met ou Ser-Phe
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<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

10
PRT

Humano

VARIANTE
(2)..(2)

Xaa pode

VARIANTE
(4)..(4)

Xaa pode

VARIANTE
(5)..(5)

Xaa pode

VARIANTE
(6)..(6)

Xaa pode

VARIANTE

(9)..(9)

Xaa pode

VARIANTE

ser

ser

ser

ser

ser

(10)..(10)

Xaa pode

25

ser

Gln Xaa Tyr Xaa Xaa

1
<210>

<211>

26

10

5

Ser

Asp

Ala

Gln

Ala

Ala,

ou Thr

ou Thr

ou Arg

ou Phe

ou Thr

Gly ou Ser

156

Xaa Ser Ser Xaa Xaa

10
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<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

PRT

Humano

VARIANTE
(2)..(2)

Xaa pode ser Gly ou Phe

VARIANTE

(5)..(5)

Xaa pode ser Ser ou Arg

VARIANTE
(9)..(9)
Xaa pode ser Ile ou Met

26

157

Gly Xaa Thr Phe Xaa Ser Tyr Gly Xaa Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

5

27

119

PRT

Humano

Estrutura 1

(1)..(25)
CDR3
CDR1
(26)..(35)
CDR1

Estrutura 2

(36)..(46)

10
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<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

CDR3

CDR2

(47)

CDR2

.. (66)

Estrutura 3

(67)

CDR3

CDR3
(99)

CDR3

.. (98)

.. (108)

Estrutura 4

(109)..(119)

CDR3

27

Gln Val Gln Leu Val

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Met

Ala

val

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Leu

Tyr

5
val Ser
20

Trp Val

Ile Pro

vVal Thr

Ser Ser

85

Asp Gly

100

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Ile

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyxr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gly

Ala.

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Glu

105

158

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Leu

val

Gly

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyxr

60

Thr

Ala

Phe

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr
80

Cys

Gly
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Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

'<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

115
28
109
PRT

Humano

VARIANTE
(1)..(1)

Xaa pode ser Asp ou Glu

Estrutura 1
(1)..(23)

VH1A

Caracteristica _ Misc
(24)..(35)

CDR1

Estrutura 2
(36)..(46)

VH1A

Caracteristica _ Misc
(47)..(57)

CDR2
Estrutura 3
(58)..(89)

VH1A

Caracteristica _ Misc

159
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<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

(90)..(87)

CDR3

Estrutura 4

(98)

VH1A

28

Xaa Ile Vval

1

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ser

Arg

Leu

TYyY

50

Ser

Glu

Phe

Ala

Ala

35

Asp

Gly

Asp

Thr

.. (109)

Leu

Thr

20

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe

100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln
Ser
Glg
Ser
Thr
70

val

Gln

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Thr

Ala

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Lys

105

160

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

His

90

val

Leu

Gln

Gln

val

Thr

75

Gln

Glu

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

val

Pro

45

Ala

Ser

Ile

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Gln

Pro

15

Asp

Leu

Phe

Leu

Leu

95

Gly

Ala

Leu

Ser.

Glu

80

His
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REIVINDICAGCOES |

1. Pelo menos um anticorpo de mamifero isolado MCP-1; com-
preendendo, pelo menos uma regiao variévél composta de pelo menos uma
regido variavel de cadeia pesada e pelo menos uma cadeia leve, o referido
anticorpo MCP-1 compreendendo ambas as regioes variéveis de cadeia pe-
sada e cadeia leve compreendendo as SEQID NOS: 27 e 28.

2. Pelo menos um anticorpo de mamifero isolado MCP-1, com-
preendendo, pelo menos uma regido varidvel composta de pelo menos uma
regido variavel de cadeia pesada e pelo menos uma regiao variavel de ca-
deia leve, o referido anticorpo compreendendo todas as regides determinan-
do de forma complementar de cadeia pesada e de cadeia leve (CDR) das
sequéncias de aminoéacido das SEQID NOS: 6,7, 9, 13, 14, e 16.

3. Um anticorpo que se liga de forma competitiva ao MCP-1 com
pelo menos um anticorpo de mamiféro isolado MCP-1 compreendendo pelo
menos uma regido variavel compreendendo pelo menos uma cadeia pesada
e uma cadeia leve, o referido anticorpo MCP-1 compreendendo ambas as
regibes varidveis da cadeia pesada e da cadeia leve compreendendo as
SEQ ID NOS: 27 e 28. | |

4. Um anticorpo que se liga de forma competitiva ao MCP-1 com
pelo menos um anticorpo de mamifero isolado MCP-1 compreendendo pelo
menos uma regiao variavel de cadeia pesada e pelo menos uma regiao vari-
avel de cadeia leve, o referido anticorpo compreendendo todas as regioes
determinando de forma complementar de cadeia pesada e de cadeia leve
(CDR) das seqiiéncias de aminoacido das SEQID NOS: 6, 7, 9, 13, 14, e 16.

5. Pelo menos um anticorpo de mamifero isolado MCP-1, que se

~ liga especificamente a mesma regido do polipeptidio MCP-1 como um anti-

corpo compreendendo pelo menos um CDE de cadeia pesada ou cadeia
leve tendo a sequiéncia de aminoacido de pelo menos uma das SEQID NOS:
6,7,9,13,14, e 16.

6. Um anticorpo humano isolado anti MCP-1 compreendendo
uma regiao variavel de uma cadeia pesada ou de uma cadeia leve de pelo

menos uma das SEQ ID NOS: 2 a 5 compreendendo ainda uma regiao de-
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terminante complementar (CDR) de uma cadeia pesada ou leve ou um ligan-
te ligando uma parte das mesmas, selecionada a partir do grupo que consis-
te em SEQID NO; 6 a 20, e, opcionalmente associada de forma funcional
com uma regido de estrutura, também compreendendo opcionalmente pelo
menos CH1, dobradica, CH2 ou CH3 de uma imunoglobulina humana.

7. Um anticorpo MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes de 1 a 5, em que o referido anticorpo se liga ao MCP-1 com uma
afinidade de pelo menos uma selecionada a partir de pelo menos 10° M,
pelo menos 107'° M, pelo menos 10™" M, ou pelo menos 1072 M.

8. Um anticorpo MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes de 1 a 7, em que o referido anticorpo modula substancialmente
pelo menos uma atividade de pelo menos um polipeptidio MCP-1.

9. Um acido nucléico isolado que codifica pelo menos um anti-
corpo de mamifero isolado MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivin-

dicacbesde 1a 7.
10. Um vetor de acido nucléico isolado compreendendo um &ci-

do nucléico isolado de acordo com a reivindicagao 8.

11. Uma célula hospedeira procariética ou eucariética compre-
endendo um &cido nucléico isolado de acordo com a reivindicagao 9.

12. Uma célula hospedeira de acordo com a reivindicagao 10,
em que a referida célula hospedeira é pelo menos uma célula selecionada a
partir de COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653,
SP2/0, 293, Hela, YB2/0, células de mieloma, ou linfoma, ou qualquer célula
derivada, imortalizada ou transformada das mesmas.

13. Um método para a produgdo de pelo menos um anticorpo
MCP-1, compreendendo transladar um &cido nucléico de acordo com a rei-
vindicagao 9, sob condig¢des in vitro, in vivo ou in situ, de tél forma que o an-
ticorpo MCP-1 seja expresso em quantidades detectaveis ou recuperaveis.

14. Uma composigdao compreendendo pelo menos um anticorpo
de mamifero isolado MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 1 a 7, que tenha pelo menos‘um CDR humano, e pelo menos um veiculo

ou diluente farmaceuticamente aceitavel.
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15. Uma composicdo de acordo com a reivindicagao 13, que
compreende ainda pelo menos um pelo menos um composto ou polipeptidio
selecionado a partir de pelo menos um de um marcador ou repoérter detecta-
vel, um antagonista TFN, um farmaco antiinfec¢do, um farmaco do sistema
cardiovascular (CV), um farmaco do sistema nervoso central (CNS), um far-
maco do sistema nervoso autondmico (ANS), um farmaco do trato respira-
tério, um farmaco do trato gastrointestinal (Gl), um farmaco hormonal, um
farmaco para o equilibrio fluido ou eletrolitico, um farmaco hematolégico, um
antineoplasico, um farmaco de imuno modulagéo, um farmaco oftalmico, oti-
co ou nasal, um farmaco tépibo, um produto nutricional, uma citocina, ou um
antagonista de citocina.

16. Um anticorpo ou fragmento antiidiotipo que se ligue especifi-
camente a pelo menos um anticorpo MCP-1 de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes de 1 a 7. |

17. Um método para o diagndstico ou tratamento de uma condi-
¢ao relacionada com o MCP-1 em ume célula, tecido, 6rgao oU animal, com-
preendendo contatar ou administrar uma composicao compreendendo uma
quantidade eficaz de pelo menos um anticorpo de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes de 1 a 7, com, ou a referida célula, tecido, érgao ou ani-
mal.

18. Um método de acordo coma reivindicagao 16, no qual a refe-
rida quantidade eficaz é de 0,001 a 50 mg/quilograma das referidas células,
tecido, 6rgao ou animal.

19. Um método de acordo com a reivindicagdo 16, no qual o re-
ferido contato ou administragdo é através de pelo menos um modo selecio-
nado a partir de parenteral, subcutaneo, intramuscular, intravenoso, intra-
articular,\ intrabronquico, intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso,
intracavijtario, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intracdlico,
intracervical, intragastrico, intra-hepatico, intramiocardico, intraosteo, intra-
pélvico, intrapericardio, intra-peritonial, intfapleural, intraprostatico, intrapul-
monar, intra-retal, intra-renal, intra-retina, intra-espinhal, intrasinovial, intrato-

racico, intra-uterino, intravesical, intralesional, bolus, vaginal, retal, bucal,
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sublingual, intranasal, ou transdérmico.

20. Um método de acordo com a reivindicagao 16, que compre-
ende ainda a administragdo antes, concorrentemente ou depois do referido
(a) contato ou administragdo d pelo menos uma composi¢ao compreenden-
do uma quantidade eficaz de pelo menos um composto ou polipeptidio sele-
cionado a partir de pelo menos um de um marcador ou reportes detectavel,
um farmaco antiinfecgdo, um farmaco do sistema cardiovascular (CV), um
farmaco do sistema nervoso central (CNS), um farmaco do sistema nervoso
autondémico (ANS), um farmaco do trato respiratério, um farmaco do trato
gastrointestinal (Gl), um farmaco hormonal, um farmaco para o equilibrio
fluido ou eletrolitico, um_farmaco hematoldgico, um antineoplasico, um far-
maco de imuno modulagdo, um farmaco oftalmico, 6tico ou naéal, um farma-
co tépico, um produto nutricional, uma citocina, ou um antagonista de citoci-
na.

21. Um dispositivo medicinal compreendendo pelo menos um
anticorpo MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 1 a 6,
em que o referido dispositivo é adequado para o contato ou a administragao
do referido pelo menos um anticorpo MCP-1 através de pelo menos um mo-
do selecionado a partir de parenteral, subcutaneo, intramuscular, intraveno-
so, intra-articular, intrabronquico, intra-abdominal, intracapsular, intracartila-

ginoso, intracavitario, intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular, intra-

“cdlico, intracervical, intragastrico, intra-hepético,' intramiocardico, intradsteo,

intrapélvico, intrapericardio, intra-peritdnial, intrapleural, intraprostatico, intra-
pulmonar, intra-retal, intra-renal, intra-retina, intra-espinhal, intrasinovial, in-
tratoracico, intra-uterino, intravesical, intralesional, bolus, vaginal, retal, bu-
cal, sublingual, intranasal, ou transdérmico.

22. Um artigo de fabricacao para uso farmacéutico ou para diag-
nostico humano compreendendo material de embalagem e um recipiente
compreendendo um a solugdo ou uma forma liofilizada de pelo menos um -
anticorpo MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 7.

23. O artigo de fabricagao da reivindicagao 21, no qual o referido

recipiente € um componente de dispositivo ou sistema de suprimento paren-



10

15

teral, subcutaneo, intramuscular, intravendso, intra-articular, intrabronquico,
intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso, intracavitario, intracelial,
intfacelebelar, intracerebroventricular, intracéli_co, intracervical, intragéastrico,
intra-hepatico, intramiocardico, intradsteo, intrapélvico, intrapericardio, intra-
peritonial, intrapleural, intraprostatico, intrapulmonar, intra-retal, intra-renal,
intra-retina, intra-espinhal, intrasinovial, intratoracico, intra-uterino, intravesi-
cal, intralesional, bolus, vaginal, retal, bucal, sublingual, intranasal, ou trans-
dérmico.

24. Um método para a produc¢ao de pelo menos um anticorpo de
mamifero isolado MCP-1 de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
1 a 7, compreendendo a provisdao de uma célula hospedeira ou um énimal
transgénico ou uma planta transgénica ou célula de planta capaz de expres-
sar em quantidades recuperaveis o referido anticorpo. |

25. Pelo menos um aniicbrpo MCP-1 produzido através de um
método de acordo com a reivindicacdo 23.

26. Qualquer invengao descrita aqui, neste pedido de patente.
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RESUMO
Patente de Invencao: "ANTICORPOS ANTI MCP-1, COMPOSIGOES, ME-
TODOS E USOS".

A presente invengdo se refere a pelo menos um novo anticorpo
anti-MCP-1, incluindo acidos nuciéicos isolados que codificam pelo menos
um anticorpo anti MCP-1, MCP-1, vetores, células hospedeiras, animais ou
plantas transgénicas, e métodos para a fabricagdo e utilizagdo do mesmo,

incluindo composi¢des terapéuticas, métodos e dispositivos.
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