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(57) Resumo: A presente invencéo fornece anticorpos monoclonais
para TrkB humano. Em certas modalidades, os anticorpos inventivos
ligam e ativam TrkB humano. Em certas modalidades os anticorpos
inventivos séo seletivos para TrkB humano em que eles néo ligam (ou
ativam) TrkA humano ou TrkC humano. Em algumas modalidades os
anticorpos inventivos monoclonais reagem cruzado com TrkB de
murino. Versdées humanizadas ou embutidas dos anticorpos inventivos
também sdo abrangidas. Composigdes farmacéuticas que
compreendem anticorpos inventivos sdo fornecidas como sao os
métodos para preparar os anticorpos inventivos e métodos de uso dos
mesmos para propositos de tratamento, detecgdo ou purificagao.
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Relatorio Descritivo da Patente de Inven¢ao para "ANTICOR-
POS MONOCLONAIS ANTI-'!'RKB E USOS DOS MESMOS".
INFORMACAOQ DE PRIORIDADE

O presente pedido reivindica o beneficio do U.S. Série N2
60/687.705, depositado em 6 de junho de 2005, 0s Conteudds inteiros do

~ qual sdo por meio do mesmo incorporados por referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

- Receptores de tirosina cinase Trk sdo receptores de transmem-
branei unica de domi’nio mt]ltiplov que desempenham um papevl importante em
um espectro amplo de respostas neuronais incluindo sobrevi'vénvcia,‘d‘iferen- |
ciagao, 'crescimento e regeneracao. Eles séo receptores de afinidade eleva-
da para neurot’rofihas, uma familia de fatores de cresciménto de proteina,
que inclui fator de crescimento nervoso (NGF), fator neurotréfico. derivado do
cérebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4/5 (NT-4/5). As neuro-
trofinas compartilham caracteristicas estruturais altamente conservadas, a-
inda suas seqiiéncias de amino4cido Unicas permitem que cada membro
evoque interagbes de afinidade elevada com o dominio extracelular de re-
ceptores de Trk especificos, isto €, TrkA, B ou C."Assim, NGF é um ligando
preferido para TrkA; BDNF e NT-4/5 sao ligandos preferidos para TrkB; e
NT-3 mostrou ligar TrkC, embora também pareca ligar TrkA e TrkB com afi-

‘nidades mais baixas.

Entre os receptores de Trk, o papel de TrkB foi bem caracteriza-
do no sistema nervoso central (CNS). TrkB sdo amplamente distribuidas no
cérebro; incluindo no neocortex, hipocampo, estriado, formacgao olfativa e
haste cerebral. Usando BDNF como um ligando cbgnato, 0s papéils indis-
pensaveis de TrkB na sobrevivéncia, diferenciagdo e neurorregeneragao
neuronais foram mostrados em varios modelos neurodegenerativos, incluin-
do acidente vascular cerebral, lesdo na medula espinhal, axotomia e ALS.

Através de vérias andlises de sinalizagdo e sistemas desprovi-
dos de receptor, as respostas de BDNF mostraram depender da ligagéo e
ativacdo de TrkB. Como observado, receptores de Trk sdo proteinas de

transmembrana uUnica de dominio multiplo. Eles consistem em um dominio
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de ligagdo de ligando extracelular, uma regido de transmembrana, € um do-
minio de tirosina cinase intracelular. O dominio extracelular € composto de
um motivo rico em leucina flanqueado por dois agrupamentos de cisteina e
dois dominios semelhantes a imunoglobulina (lg). Os receptores de Trk mos-
traram interagir com seus ligandos principalmente através do segundo domi-
nio semelhante a Ig, embora a contribuigao de outras regioes tais como um
motivo rico em leucina e o primeiro dominio de Ig em acoplamento de ligan- '
do foi proposto. As estruturas de cristal do dominio de ligagéo de ligandos de
receptores de Trk assim como complexos de ligando-receptor foram resolvi-
dos. A interface ligando-receptor parece consistir em duas porgdes: uma pa-
ra um motivo de ligagdo conservada compértilhado entre todas as neurotro-
finas e a outra especifica para cada neurotrofina. '

Na ligagdo de neurotrofinas aos receptores de Trk a dlmenza-
¢ao do receptor e mudangas conformamonans subsequentes ocorrem, 0 que
acredita-se levar a ativacdo do dominio de tirosina cinase intracelular. Exis-
tem varias tirosinas conservadas no dominib intracelular de receptores de
Trk. A fosforilagao da algé autoreguladora do dominio de cinase ativa a ativi-
dade de cinase, € a fosforilagéo de outros_residuos promove a sinalizagao
criando-se sitios de acoplamento para proteinas adaptadoras que ligam es-
tes receptores a cascatas de sinalizagéo intracelular, incluindo via de protei-
na cinase de Ras/cinase regulada por sinal extracelular (ERK); a via de
P13K/Akt cinase e fosfolipase C-gama. Embora um pouco sobrepostas, estas
vias individuais estdo envolvidas em atividades biologicas distintas:
Ras/MAPK regula a diferenciagdo e proliferagdo neuronais, as vias de
PI3K/Akt controlam a dinamica e sobrevivéncia de atina e PLC gama esta
envolvido na mobilizacéo de calcio.

Até agora, ndo existe nenhum exemplo bem-sucedido de rea-
gentes que agem como agonistas potentes e seletivos in vivo de TrkB. Em-
boravBDNF, como uma proteina recombinante, mostrou aumentar a sobrevi-
véncia e neuroregeneracdo neuronais em varios modelos degenerativos do
CNS in vitro e in vivo, os efeitos da terapia de proteina BDNF em clinicas

foram negativos, 0 mais provavelmente porque BDNF tem uma meia-vida in
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vivo curta. Portanto existe uma necessidade na técnica para reagentes far-
macéuticos que agem como agonistas potentes e seletivos in vivo de TrkB.

SUMARIO DA INVENCAO
A presente invengéo fornece anticorpos monoclohais para TrkB

humano. Em certas modalidades os anticorpos inventivos ligam e ativam

TrkB humano. Em certas modalidades os anticorpos inventivos séo seletivos

~ para TrkB humano em que eles ligam-se preferenciaimente a TrkB em .Tr'kA

humano ou TrkC humano. Em algumas modalidades os anticorpos monoclo-
nais inventivos reagem cruzado com TrkB de murino.
A invencdo também fornece composicbes farmacéuticas que

- compreendem um ou mais dos mesmos anticorpos. A invencao fornece ain-

da métodos para preparar os anticorpos monoclonais inventivos. ‘Versoes
humanizadas ou embutidas dos anticbrpos inVentivos também sao abrangi-
das como sdo os hibridomas que produzem os antlcorpos |nvent|vos

A invencgao fornece ainda métodos de usar estes anticorpos mo-
noclonais como agonistas de TrkB. Em certas modalidades os anticorpos
monoclonais sdo usados como agonistas de TrkB humano. De acordo com
tais modalidades, os anticorpos podem ser usados para tratar condigoes que -
requerem ativagdo de TrkB, incluindo condi¢bes neuroldgicas. '
, A invengao fornece ainda outros metodos para detectar TrkB em
uma amostra e métodos para purificar TrkB a partir de uma amostra usando
os antiéorpos inventivos. | ‘
DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 descreve atividades de anticorpo especifico de TrkB

em soros imunes de cinco camundongos imunizados (M1 a M5). A ligagdo
de soros imunes resulta de um ensaio ELISA com uma proteina recombinan-
te que inclui o dominio extracelular de TrkB humano fundido a regiao Fc de
IgG1 humana (rhTrkB-EDC-Fc) s&o mostrados em (A). A ligagdo de soros
imunes resulta de um ensaio ELISA com uma proteina recombinante que
inclui o dominio extracelular de TrkB de murino (rmTrkB-EDC) sdo mostra-
dos em (B). A extensdo para que soros imunes podem bloquear a interacao
de rhTrkB-EDC-Fc e BDNF em um ensaio ELISA de competicao sao mos-
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trados em (C). A ligacdo de soros imunes a rhTrkB de superficie em células
HEK-293 é mostrada em (D).

A Figura 2 descreve resultados de controle que foram obtidos
com neurdtrofinas em um ensaio de atividade de luciferase que usa células
HEK-293 que expressam rhTrkB de superficie. Estes resultados de controle
mostram que o ensaio pode representar seletivamente a ativagao de TrkB.

A Figura 3 descreve resultados que foram obtidos com soros
imunes no mesmo ensaio de atividade de luciferase como a Fig. 2. Estes
resultadoé mostram que a incubagao de células hTrkB com sangrias imunes
significantemente aumentou os sinais de luciferase em uma maneira depen-
dente de dose. '

A Figura 4 descreve resultados que foram obtidos com certos "
anticorpos de TrkB no mesmo ensaio de atividade de’ luciferase como a Fig. -
2. Todos os anticorpos causaram }aumentos dependen‘tes de dose no sinal
com ECs, na faixa de 107'° (M). A janela de sinal maximo foi ~ 7 vezes mais

basal para a maioria dos a_ntiCorpos, que foi comparavel a resposta induzida

por BDNF a 200 ng/ml (6,2 vezes mais basal).

A Figura 5 descreve os resultados que foram obtidos com certos
'anticorpds de TrkB em um ensaio de crescimento de neurito. O ensaio usou
células SY5Y de ne_urObIastoma humano, qué mostraram.expressar TrkB na
diferenciagdo neuronal. A adigdo de BDNF e da maioria dos anticorpos pro-
moveu- 0 crescimento-de neurito »como-~demonstradb -por-aumentos no com-
primento de neurito (A) e no nimero de pontos de ramificagao (B). Imagens
representativas de alguns grupos de tratamento sdo mostradas em (C). Os
resultados de analises de resposta de dose completa obtidas para um sub-
conjunto dos mesmos anticorpos sd@o mostrados em (D).I

A Figura 6 descreve os resultados que foram obtidos com. certos
anticorpos de TrkB em um ensaio-de neuroprote¢@o. O ensaio mede a so- |
brevivéncia de células SY5Y diferenciadas a seguir do dano de retirada de -
soro. Os resuitados mostraram que BDNF e varios anticorpos protegeram
células SY5Y diferenciadas, demonstrando aumentos dependentes de dose

na viabilidade celular.
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A Figura 7 descreve alguns dos resultados que foram obtidos |
quando trés anticorpos anti-TrkB, 18C3, 29D7 e 17D 11, que mostraram ligar-
se a TrkB de murino recombinante (rmTrkB), foram testados em culturas de
neurdnio de granulo cerebelar (CGN) de rato quanto a atividade contra o
receptor de TrkB de rato enddgeno. Resultados sdo mostrados para um en-

saio de crescimento de neurito e um ensaio de neuroprotegédo (29D7 ape-

. nas).

A Figura 8 descreve os resultados qu‘e foram obtidos quando
certos anticorpos anti-TrkB foram avaliados na analise de Western quanto a
inducdo de autofosforilagdo de TrkB. Todos os anticorpos levaram a fosfori- ‘
lagao de TrkB robusta, e esteé efeitos foram ahtagonizados por tratamento
com o inibidor de cinase. K252a, indicando que estes anticorpos que’ ligam
TrkB causaram ativagao de TrkB. | | | | |

A Figura 9 descreve os resultados de um ensaio FACS de liga-
¢ao de TrkA (A) e um ensaio de atividade de Iuciferasé de TrkA (B) que fo-
ram obtidos com certos anticorpos anti-TrkB. Estes resultados mos_tram‘ que

anticorpos inventivos nao ligam ou ativam células de TrkA humano.

A Figura 10'descreve}os resultados que foram obtidos quando
certos anticorpos anti-TrkB foram avaliados em um ensaio de atividade de

luciferase de TrkC. Estes resultados mostram que anticorpos inventivos nao

-ativam células de-TrkC humano.

A Figura 11 descreve o modelb de roedor de hipoxia-isquemia
(HI) neonatal que é fundamentado no procedimento de Levine. |
| A Figura 12 descreve a seqiiéncia de aminoacido de TrkB hu-
mano (SEQ ID NO: 1). | |
| A Figura 13 descreve a sequéncia de aminoécido de TrkB de
murino (SEQ ID NO: 2).
A Figura 14 descreve a sequéncia de aminoacido de TrkB de
rato (SEQ ID NO: 3).
A Figura 15 descreve a sequéncia de aminoacido de TrkB de
galinha (SEQ ID NO: 4).
A Figura 16 descrevé a sequéncia de aminoacido de TrkA hu-
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mano (SEQ ID NO: 5).

A Figura 17 descreve a seqiéncia de aminoacido de TrkC hu-
mano (SEQ ID NO: 6).

A Figura 18 mostra os dados de ELISA de Iigagéo de fago a par-
tir de um conjunto representativo de clones de scFv positivbs de TrkB (sele-
¢ao de mistura da biblioteca de BMV).

_A Figura 19 mostra a éspecificidade de ligacao de anticorpos de
scFv selecionados de TrkB testados usandb o ensaio FACS. Os dados mos-
tram que os anticorpos de scFv selecionédos de TrkB reagem com TrkB as-
sociado & membrana em uma maneira especifica (histogramas cheios) sem
nenhuma reatividade cruzada para controlar células (histogramas abertos).

A Figura 20 mostra resultados de ligagao de ELISA para anticor- -

- po de IgG 29D7 e seu fragmento Fab com TrkB humano (A) e de camun-

dongo (B) Tanto IgG total quanto Fab de 29D7 mostraram atividades de li-

‘gagao dependente de dose a TrkB humano e de camundongo. Entretanto, o

valor de EDso do Fab »f0| »cerca de 100 vezes mais baixo do que aquele de

27D7 intacto. Nem uma IgG1 de controle de is6tipo nem seu fragmento Fab
ligado a TrkB

A Figura 21 mostra atividade de luciferase em células HEK-293
medida 16 horas pos tratamento’ com IgG. de 29D7 ou Fab de 29D7. Tanto

~lgG total quanto Fab de 29D7 induziram atividades de luciferase dependen-

tes-de dose;-indicando-a-ativagao -de TrkB. Entretanto, o-valor de ECso de
Fab de 29D7 foi cerca de 27 vezes mais alto do que aquele de IgG de 27D7
(0,083 nM e 2,28 nM para IgG de 27D7 e Fab de 29D7, respectivaménte).
Nem uma IgG1 de controle de isétipo hem seu fragmento Fab tiveram efeitos
na ativacao de TrkB.

A Figura 22 mostra resultados da analise de mapeamento de
epitopo de anticorpos monoclonais anti-TrkB 17D11, 29D7, 7F5, 11E1 e
19E12. O anticorpo monoclonal 17D11 reconhece a alga-3 do segmento de
IgG-2 de TrkB humano (KNEYGKD, SEQ ID NO: 7, aminoacidos 364 a 370
da SEQ ID NO: 1); e alca-1 do segmento de IgG-2 de TrkB humano
(KGNPKP, SEQ ID NO: 8, aminoéacidos 308 a 313 da SEQ ID NO: 1). Todos
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os anticorpos monoclonais 29D7, 7F5, 11E1 e 19E12 reconhecem a algca-3
do segmento de IgG-1 de TrkB humano (ENLVGED, SEQ ID NO: 10, amino-
acidos 269 a 275 da SEQ ID NO: 1); e também podem reconhecer a alga-1
do segmento de IgG-1 de TrkB humano (AGDPVP; SEQ ID NO: 11, aminoa-
cidos 221 a 226 da SEQ ID NO: 1). N

A Figura 23 compara as manchas que foram obtidas do estriado
e hipocampo para tratamentos diferentes depois de leséao hipéxiéa-
isquémica (HI). _ }
A Figura 24 compara a perda de tecido cerebral total (A) e perda :
de tecido sub-regional (B) para tratamentos diferentes depois,de lesdo HI.
Os dados sdo mostrados como média e erro padrao ‘d.a média ,'(jS.E.M.).
BDNF e anticorpo monoclonal anfi-T_rkB 29D7 mostraram .protegéov depen-
dente de dose significahte do cérebro a partir da lesao HI. A p‘rot'egéo néo foi
localiza.da a qualquer sub-regido especifica do cérebro mas protecao maxi-
ma foi geralmente observada no cortex. -~

A Figura 25 mostra os resultados de um ensaio de clivagem de
DEVD-AMC que foi usado para determinar atividades de caspase-3 para
tratamentos diferentes depois da lesdo HI. Os resultados para regides dife- -
rentes do cérebro sdo mostrados como média = S.E.M. BDNF e anticorpo
mohoclonal anti-TrkB 29D7 bloQuearam a ativagao de caspase-3 causada
por leséao HI. ' ' ’

. A Figura 26 mostra imunomanchas de amostras de proteina to-
madas de camundongos fornecidos corﬁ tratamentos diferentes depois de
lesdo HI. As amostras foram separadas por SDS-PAGE e submetidas a imu-
noblotting com anticorpos contra certos substratos de caspase-3 (PARP e a-
espectrina). Anticorpos contra B-actina foram usados como controles para-
verificar a carga igual de proteinas. Os resultados mostram que a clivagem
dos mesmos substratos de caspase-3 foi inibida por BDNF e anticorpo mo-
noclonal anti-TrkB 29D7 (lados C = contra e | = ipsi da liga¢do da carotida).

A Figura 27 mostra imunoblots de amostras de proteina tomadas
de camundongos normais depois de uma injegao intracerebroventricular de

anticorpo anti-TrkB 29D7 (ou veiculo como controle). Amostras foram toma-
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das 1, 2, 6, 12 e 24 horas depois da injegdo. Amostras foram separadas por
SDS-PAGE e submetidas ao imunoblotting com anticorpos especificos para
proteinas que sdo fosforiladas como um resultado da ativagdo de TrkB (fos-
fo-ERK1/2 e fosfo-AKT). Anticorpos contra B-actina foram usados como con-

troles para verificar a carga igual de proteinas. Os resultados mostram que 0
anticorpo monoclonal anti-TrkB 29D7 induziu a fosforilagdo dependente do

tempo de ERK1/2 e AKT (dados de amostras hipocampais e corticais sao

mostrados e sdo representativos'de resultados obtidos de quatro outras a-

mostras). ,
A Figura 28 é uma quantificagdo densitométrica da fosforilagao |
de ERK mostrada na Figura 27. |
A Figura 29 é uma quantificagdo densitométrica da fosforilacdo

~ de AKT mostrada na Figura 27.

o A Figura 30 mostra tecidos cerebrais tratados com veiculo e
.29D7.que foram ‘fixados e imunoflourescentemente rotulados com um anti-
corpo para o marcador espeCifico de neurénio NeuN (esquerda) e um anti-
corpd anti-fosfo-ERK1/2 (centro). As figuras do lado direito mostram estes
dois unidos. A fbsforilagéo de ERK1/2 é significantemente mais forte nas
amostras tratadas com 29D7. . -

A FigUra 31 mostra o curso de tempo da ativagdo de ERK1/2 nos

‘tecidos corticais ‘e hipocampais a seguir da inje¢do intracerebroventricular de

ahticorpovmonoclonal anti-TrkB 29D7. _

A Figura 32 mostra a inibigdo dependente de dose de cresci-
mento de neurito de neurdnios de granulo cerebelar primarios causada por
(A) MAG e (B) mielina.

A Figura 33 mostra a reversdo de inibigdo de neurito mediada

por (A) MAG e (B) mielina que é causada por anticorpo monoclonal anti-TrkB

29D7.

'DESCRICAO DE CERTAS MODALIDADES

A presente invengéo originou-se em parte da compreensao que
anticorpos monocionais que espcificamente ligam-se aos dominios extrace-
lulares do receptor de TrkB podem dimerizar TrkB. e serem suficientes para
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induzir a ativacao do receptor e respostas bioldgicas similares équelas me-
diadas por BDNF.

Anticorpos monoclonais em geral representam uma unica classe
de proteinas que tém utilidades diversas em pesduisa, diagnose médica, e
no tratamento clinico de doenga. Vantajosamehte, anticorpos monoclonais
sdo considerados terem maior estabilidade farmacocinética do que proteinas
recombinantes tais como BDNF do mesmo modo considerando efeitos far-
macoldgicos sustentaveis que tém um beneficio significante para aplicacdes
clinicas. Por exemplo, os usos clinicamente aprovados correntes de medica-
¢des de anticorpo monoclonal incluem prevencdo de rejelgao a transplante

de orgdo, tratamento de canceres (por exemplo mama colon linfoma que’

ndo de Hodgkin, Ieucemla) artrite reumatmde profilaxia contra doenga do

virus sincicial respiratorio, doenga de Crohn, intervengao coronaria percuta-
nea, e asma. Qutras aplicagdes médicas para tratar uma variedade de doen-

cas humanas com anticorpos monoclonais também estao correntemente em

- experiéncias clinicas. Os efeitos bioldgicos dos mesmos anticorpos mono-

clonais sdo geralmente conduzidos bloqueando-se ou neutralizando-se e-
ventos moleculares exercidos por ligandos enddgenos, assim primariamente -
agindo como antagonistas de afinidade alta especificos. Na presénte inven-

¢ao, anticorpos monoclonais sdo usados como agonistas que imitam os efei-

- tos biolégicos de interagdes-de receptor-ligando.

1. Anticorpos monoclonais-e-hibridomas [ T

Em um aspecto, a presente invengdo fornece anticorpos mono-
clonais que ligam TrkB humano (SEQ ID NO: 1.)’. Em certas modalidades,_
estes anticorpos ligam TrkB humano (SEQ ID NO: 1) com um EDso na faixa
de cerca de 10 pM a cerca de 500 nM, por exemplo na faixa de cerca de 10
pM a cerca de 1 nM, cerca de 10 pM a cerca de 100 pM, ou cerca de 10 pM

a cerca de 50 pM. Como usado aqui o termo "cerca de" é definido para a-

branger varia¢oes de + 15%.

Em uma modalidade, os antncorpos inventivos também sao ago-
nistas de TrkB humano. Em certas modalidades, estes anticorpos ativam
TrkB humano (SEQ ID NO: 1) com uma ECso na faixa de cerca de 10 pM a
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cerca de 500 nM, por exemplo, na faixa de cerca de 10 pM a cerca de 1 nM,
cerca de 10 pM a cerca de 100 pM, ou cerca de 10 pM a cerca de 50 pM.
Em uma modalidade, anticorpos inventivos sdo seletivos para
TrkB humano (SEQ ID NO: 1) em que eles ligam-se preferencialmente a
TrkB (SEQ ID NO: 1) em TrkA humano (SEQ ID NO: 5) ou TrkC humano

(SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, anticorpos inventivos nao ligam-

se a TrkA humano ou TrkC humano. Como definido aqui, um anticorpo in-
ventivo "ndo liga" TrkA humano (SEQ ID NO: 5) ou TrkC humano (SEQ ID
NO: 6) se ele nao exibe nenhﬁma ligagdo detectavel com estes receptores
em concentragdes acima de cerca de 1 nM, por exemplo, acima de cerca de
10 nM, acima de cerca de 100 nM ou acima de cerca de 1 pM.

Em uma modalidade, anticorpos inventivos sdo seletivos para

- TrkB humano em que eles n&do ativam TrkA humano (SEQ ID NO: 5) ou TrkC

humano (SEQ ID NO: 6). Como definido aqui, um anticorpo inventivo "nao
ativa” TrkA humano (SEQ ID NO: 5) ou TrkC humano (SEQ ID NO: 6) se ele

' n&o causa nenhuma ativagao detectavel com estes receptores em concen-
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25

30

tragdes acima de cerca de 1 nM, por exemplo acima de cerca de 10 nM, a-
cima de cerca de 100 nM ou acima de cerca de 1 uM.

| " Em uma modalidade, anticorpos inventivos bloqueiam a ligagdo
entre BDNF e TrkB humano (SEQ ID NO: 1) com uma ICsp na faixa de cerca

de 100 pM-a cerca de 500 nM, por exemplo na faixa de cerca-de 100 pM a

_cerca-de 1-nM;- ou cerca de 100 pM a cerca de 500'pM. Em outra modalida-
des estes anticorpos néo bloqueiam a ligagdo entre BDNF e TrkB humano
(SEQ ID NO: 1). Como definido aqui, um anticorpo inventivo "néo bloqueia” a
ligacdo entre BDNF e TrkB humano (SEQ ID NO: 1) se ele ndo exibe ne-
nhuma atividade de bloqueio detectavel em concentragdes acima de cerca
de 1 nM, por exemplo acima de. cerca de 10 nM, acima de cerca de 100 nM
ou acima de cerca de 1 pM.

Em certas modalidades os anticorpos da invengao pertencem a
um isétipo de IgG, por exemplo, o isétipo de IgG1, IgG2a ou IgG2b.
Em um outro aspecto, a presente inveng¢ao fornece anticorpos

monoclonais com qualquer uma das propriedades acima que ligam e/ou ati-
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vam ainda TrkB de camundongo (SEQ ID NO: 2). Em certas modalidades,
estes anticorpos ligam e/ou ativam TrkB de camundongo (SEQ ID NO: 2)
com um EDs, na faixa de cerca de 10 pM a cerca de 500 nM, por exemplo
na faixa de cerca de 10 pM a cerca de 1 nM, incluindo na faixa de cerca de
10 pM a cerca de 500 pM e na faixa de cerca de 10 va a cerca de 100 pM.
Em um outro aspecto, a presente invengao fornece anticorpos
monoclonais com qualquer uma das propriedades acima que ligam ainda Um
ou mais epitopos especificos de TrkB humano (SEQ ID NO: '1) e opcional-
mente um ou mais epitopos especifico de TrkB de camundongo (SEQ ID
NO: 2). Em certas modalidades, estes anticorpos ligam um ou ambos epito-
pos de TrkB humano com as séqﬂéncias KNEYGKD (SEQ ID NO: 7 amino-
acidos 364 a 370 da SEQ ID NO: 1) e KGNPKP (SEQ ID NO: 8, aminoécidos
308 a 313 da SEQ ID NO: 1). Em uma m_odalida_de','estes _anticor‘pbs também
ligam um ou ambos epitopos de TrkB de camundongo com as séqﬂén‘ciasv
KNEYGKD (SEQ ID NO: 7, aminodcidos 364 a 370 da SEQ ID NO: 2) e
RGNPKP (SEQ ID NO: 9, aminoécidos 308 a 313 da SEQ ID NO: 2). Em

. outras modalidades, a presente ‘invengdo fornece anticorpos que ligam um

epitopo de TrkB humano com a seqiéncia ENLVGED (SEQ ID NO: 10, ami-
noacidos 269 a'275 da SEQ ID NO: 1) e opcionalmente um épl’topo de TrkB
humano com a sequéncia AGDPVP (SEQ ID NO: 11, aminoécidos 221 a 226
da SEQ ID NO: 1). Em uma modalidade, estes anticorpos também Iigam"urh

_epitopo-de-TrkB-de-camundonge com a sequéncia ENLVGED (SEQ ID NO:

10, aminoécidos 269 a 275 da SEQ ID NO: 2).

Ainda em um outro aspecto, a presente invengéo fornece hibri-
domas que produzem qualquer um dos Vmesmos anticorpos monoclonais.
Por exemplo, hibridomas que foram deposi'tados com a ATCC em 18 de A-
gosto de 2005 e foram fornecidos com ATCC designagbes de depdsito de
patente PTA-6948 (17D11) e PTA-6949 (29D7) s&o fornecidas.

Ainda em um outro aspecto, a presente invengdo fornece anti-
corpos monoclonais que sdo produzidos pelos hibridomas que foram deposi-
tados com a ATCC em 18 de agosto de 2005 e foram fornecidos com desig-
nagbes de deposito de patente de ATCC PTA-6948 (17D11) e PTA-6949
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(29D7), respectivamente. A presente invengao também fornece anticorpos
que bloqueiam a ligagdo dos mesmos anticorpos e portanto compartilham o
mesmo epitopo de ligacdo em TrkB humano (SEQID NO: 1)..

2. Preparacdo de anticorpos monoclonais e hibridomas

Deve ser entendido que os anticorpos monoclonais da invengao

podem ser preparados por qualquer método mostrado. Por exemplo, eles

‘podem ser preparados usando tecnologia sintética, recombinante ou de hi- -

bridoma (por exemplo, como descrito em Antibodies: A Laboratory Manual,
Ed. por E. Harlow e D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 ou
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice por J. W. Goding, Academic
Press, 1996). Em particular sera avaliado que os anticorpos inventivos po-

dem ser preparados inicialmente imunizando-se um animal com TrkB huma-

" no ou um derivado do mesmo (por exemplo, uma proteina recombinante que

inclui o dominio extracelular de TrkB humano) e depois preparando mono-
clonals a partir de hibridomas adequadamente preparados.

_ Em um aspecto ‘0s anticorpos monoclonais da presente inven-
¢ao sdo preparados por tecnologia de hibridoma padrdo usando pelo menos
dois imundgenos de proteina que sdo derivados de proteinas de TrkB de
espécies' diferentes. Por exemplo, os imunégenos podem incluir um primeiro
imunégeno que foi derivado de TrkB humano e um segundo imundgeno que

foi derivado de um TrkB ndo humano. Preferiveimente, todos os imundégenos

Jncluem o dominio -extracelular de TrkB.-Em certas modalidades o pelo me-

nos dois imunogenos sao combinados como uma mistura para propdsitos de
imunizagao. |

Em uma modalidade, o primeiro dos mesmos imunégehos € uma
proteina recombinante que inclui o dominio extracelular (ECD) de TrkB hu-
mano. O ECD de TrkB humano é compreendido de residuos de aminoéacido
C32-H430 da proteina de tamanho natural (que“é apresentada como SEQ ID
NOf 1 na Fig. 12, Acesso no GenBank N2 NP_006171). Nota-se que todas
as seqﬂéncias de proteina e acido nucléico que estdo presentes como da
data de arquivamento no GenBank, SwissProt, bases de dados de EMBL ou

qualquer outra base de dados publicamente disponivel sédo incorporados
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aqui por referéncia (incluindo sem limitagdo as sequéncias das neurotrofinas,
por exemplo, NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5, etc.). O segundo imunégeno é uma
proteina recombinante que inclui o dominio extracelular (ECD) de TrkB de
murino. O ECD de TrkB de murino é compreendidb de residuos de aminoa-
cido C32-H429 da proteina de tamanho natural (que.é apresentada como
SEQ iD NO: 2 na Fig. 13, Acesso no GenBank N2 P15209). Aqueles habili-

~ tados na técnica avaliardo que imundgenos adequados que incluem: estes

dominios podem ser preparados usando tecnologia recombinante padrao
(por exemplo, ver Protocols in Molecular Biology Ed. por Ausubel et al., John
Wiley & Sons, Nova lorque, NY 1989 and Molecular Cloning: A Laboratory '
Manual Ed. por Sambrook et al., Cold Spnng Harbor Press, Plamvuew NY
1989, os contetidos dos quais sdo incorporados aqui por referéncia).

Em certas modalidades, ,os primeifo e segundo imunég_enos sao
administrados em uma raz&o (em peso) que é maior do quévcer'ca de 1. Por
exemplo a razao pode ser de cerca de 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10 ou mais. Em .
uma modalidade a razao é maior do que cerca de 5. Em uma modahdade a
razio é cerca de 10. Em uma modalidade os primeiro e segundo imunoge-
nos sao admlmstrados simultaneamente como uma mistura.

Em uma. modalidade, um ou ambos |munogenos incluem ver-
sGes de seus dominios extracelulares respectivos que diferem um pouco dos
dominios que ocorrem naturalmente.- Por exemplo, aminoacidos no término

N-ou-C-do dominio extracelular podem estar-ausentes. Alternativamente al-

gUns aminoacidos dentro da sequéncia que ocorre naturalmente podem ser
mutados. Preferivelmente estas mutagbes sdo substituigoes conservativas.
Deve ser entendido que estas versdes gue nao ocorrem naturalmente de-
vem incluir uma seqiiéncia de aminoacido que é pelo menos 95%, preferi-
velmente pelo menos 96%, mais preferivelmente pelo menos 97%, ainda
mais preferivelmente pelo menos 98% e ainda mais preferivelmente pelo
menos 99% idéntica aos dominios extracelulares que sdo encontrados na
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

Em certas modalidades, os primeiro e/ou segundo imunogenos

nao incluem nenhum dos aminoacidos que sdao encontrados fora do dominio
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extracelular de TrkB (por exemplo, eles ndo incluem os aminoacidos que sao
encontrados em dominios de transmembrana e/ou intracelulares de TrkB).
Em certas modalidades, os imunégenos podem incluir um ou mais aminoa-
cidos terminais que sdo ausentes das proteinas de TrkB que ocorrem natu-
ralmente. Em particular, aminoacidos terminais podem ser adicionados para

‘aumentar a expressao da proteina recombinante, como uma consequéncia

do vetor usado para a expressdo, etc. Além disso, segmentos de aminoacido
que sdo ausentes do alérgeno de proteina podem ser adicion_ados ao térmi-
no amino e/ou carboxila da proteina recombinante, por exemplo, caracteres
para purificagao, rotulos para detecgdo, caracteres que aumentam a solubili-
dade do alérgeno recombinante, caracteres que aumentam a estabilidade

dos imundgenos, fusdo com uma proteina ndo relacionada ou proteina vei-
culoa adjuvante, etc. Um sitio de clivagem proteolitico pode ser introduzido

na jungdo do segmento de aminoacido adicionado e no término de proteina |

“recombinante para permitir a remog¢éo do segmento adicionado depois que a

proteina recombinante foi purificada, absorvida, etc. Modificagdes terminais
comuns usadas na tecnologia recombinante sao descritas em Current Proto-

cols in Molecular Biology Ed. por Ausubel et al., John Wiley & Sons, Nova .

lorque, NY, 1989 e Molecular Cloning: A Laboratory Manual Ed. por Sam-
brook et al., Cold Spring Harbor Press, Plainview, NY, 1989.
Em uma modalidade, os primeiro e segundo imunégenos tém a

-mesma compesi¢de come 0s dois imunogenos que s&o-descritos nos Exem-

plos e que foram obtidos da R&D systems, Inc. (Cat. N2 397-TR/CF e 1494-
TB/CF, respectivamente). ' '

- Em certas modalidades, o primeiro imunégeno é como descrito
acima, mas o segundo imundgeno inclui o dominio extracelular (ECD) de
uma outra espécie de TrkB ndo humano que nao murino (por exempilo, rato,
galinha, coelho, etc.). O ECD de TrkB de rato é compreendido de residuos
de aminoacido C32-H429 da proteina de tamanho natural (que € apresenta-
da como SEQ ID NO: 3 na Fig. 14, Acesso no GenBank N2 NP036863). O
ECD de TrkB de galinha é compreendido de residuos de aminoacido C32-
T428 da proteina de tamanho natural (que € apresentada como SEQ ID NO:
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4 na Fig. 15, Acesso no GenBank N2 CAA54468).

Uma vez que imundgenos adequados foram preparados, 0s i-
munégenos sdo injetados em qualquer um de uma variedade ampla de ani-
mais (por exemplo, camundongos, ratos, coelhos, étc.). Em uma modalidade
os imundgenos sdo injetados em camundongds como descrito nos Exem-
plos. Por exemplo, os imunégenos s&o injetados subcutanea e intraperitone-
almente com adjuvante de Freund compieto. Em certas modalidades, .cada
animal é injetado subcutaneamente em sitios diferentes multiplos. Nesta e-
tapa, as proteinas recombinantes podem servir como imunogenos sem outra

modificagdo. Alternativamente, uma resposta imune superior pode ser evo- -

cada se as proteinas recombinantes sdo unidas a uma proteina veiculoa - - -

adjuvante, tal como albumina sérica bovina ou hemocianina de lapa buraco -
de fechadura (KLH). Os imunégenos séao injet_adbs .no hospedeiro animal, '
preferivelmente de acordo com um programa predetermihado incorporando
uma ou mais imunizacdes de réforg:o e os animais sao sangfados periodica-
mente. Por exémplo, em certas modalidades, U_ma ou mais imunizagées de
reforgo sdo administradas intravenosamente. A ligagao entre s0ros imunes e
o primeiro (e o‘pcionalmente 0 segundo) imunégeno depois é opcionalmente
avaliada para confirmar que um titulo adequado de anticorpos foi elevado.
Anticorpos monoclonais que sdo especificos para um ou ambos

os'imunégenos podem ser preparados por qualquer método padrao. Por e-

-xemplo, -a técnica de-Kohler e -Milstein, Eur. J Immunol. 6:511, 1976 e melho-

ras a esta podem"ser usadas. Brevemente, estes métodos geralmente en-
volvem a preparac¢éo de linhagens de célula imortais capazes de produzir
anticorpos tendo a especificidade desejada. Tais linhagens de célula podem -
ser produzidas, por exemplo, de células do bago obtidas de um ou mais a-
nimais imunizados como descrito acima. As células do bago depois séo i-
mortalizadas, por exemplo, por fusdo com um parceiro de fusdo de célula de
mieloma, preferivelmente um que é isogénico com o animal imunizado. Em
certas modalidades animais com soros adequados sao reforcados uma ou
mais vezes com os primeiro e/ou segundo imundgeno antes que as células
do baco sejam removidas. Uma variedade de técnicas de fuséd pode ser
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utilizada. Por exemplo, as células do bago e células de mieloma podem ser
combinadas com um detergente nao ionico durante alguns minutos e depois
plaqueadas em densidade baixa em um meio seletivo que sustenta o cres-
cimento de células hibridas, mas ndo células de mieloma. Uma certa tecnica
de selecdo usa a selegdo de HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina). De-

pois de um tempo suficiente, usualmente cerca de 1 a 2 semanas, colénias

‘de hibridos sdo observadas. Col6nias unicas sao selecionadas e seus so-

brenadantes de cultura testados quanto a atividade de ligagdo contra o pri-
meiro (e opcionalmente o segundo) imundgeno como descrito abaixo. '
Anticorpos monoclonais podem ser isolados dos sobrenadantes

‘de coldnias de hibridoma: em crescimento. Além disso, varias técnicas po-

dem ser utilizadas para realgér o rendimento, tal como injecdo da linhagem
de célula de hibridoma na cavidade peritoneal de um hospedeiro vertebrado

adequado, tal como um murino. Anticorpos monoclonais depois podem ser

_'c‘olhidos‘ do fluido de ascite ou do sangue. Contaminantes podem ser remo-

~ vidos dos anticorpos por técnicas convencionais, tais como cromatografia, -

filtracdo de gel, precipitacao e extragéo. Os isotipos de anticorpo podem ser
determinados usando métodbs padrdo. Como debatido nos Exemplos e
mostrado na Tabela 1, preparam-se anticorpos de murino especificos que
pertencem aos isétipos IgG1, IgG2a e IgG2b usando estes métodos.

3. Caracterizacio da ligacdo de anticorpo : .‘ _ Comee

e E M- CEIAS modalidadesv,»~—anticorpos-~-inventives" sdo caracteriza-

dos por suas atividades de ligagdo a TrkB humano (por exemplo, usando
ELISA e/ou FACS como descrito nos Exemplos). Em certas modalidades a
ligacdo a proteinas de TrkB humano que sao expressadas em uma superfi-
cie celular também pode ser avaliada (por exemplo, usando células HEK293
como descrito nos Exemplos). Preferivelmente, os anticorpos inventivos
também sao testados quanto a sua atividade de ligagéo de espécie cruzada
(por exemplo, com o segundo imunogeno). Isto permite que anticorpos mo-
noclonais que ligam TrkB de ambas as espécies sejam identificados. Estes
anticorpos séo de interesse visto que eles podem ser testados em modelos

de animal com o conhecimento de que eles também podem ser aplicados
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em experiéncias clinicas humanas.

Em certas modalidades pode provar ser vantajoso caracterizar
ainda as propriedades de ligagdo de qualquer anticorpo monoclonal dado.
Em particular, uma pessoa pode usar um ensaio de competi¢éo (por exem-
plo, um ELISA) para determinar se 0s anticorpbs blogqueiam a interagéo de
TrkB e BDNF. Uma pessoa. também pode avaliar se os anticorpos ligam
TrkB ndo humano e/ou TrkA humano ou TrkC. |

O mapeamento dos epitopos de ligagdo de anticorpo relativos
em TrkB (humano ou outros) também pode ser conduzido, por exemplo, e-
xaminando-se a atividade de cada anficorpo individual em bloquear a ligagao '
de outros anticorpos a TrkB. Por exemplo, a observagdo de que dois anti-
corpos bloqueiam cada outra Iigagéo sugere que estes anticorpos podem .
ligar-se a0 mesmo epitopo ou epitopos sobrepostos em TrkB | '

4, Caractenzacao da funcdo de anticorpo

Em certas modalldades anncorpos inventivos sdo caracteriza-

- dos por sua capacidade func:onal para ativar TrkB humano. Qualquer ensaio

agonista pode ser usado. Os Exemplos descrevem um ensaio de Iumferase
exemplar que mostrou representar seletivamente a ativagao de TrkB. A auto- -
fos_forilagéo de TrkB (por exemplo, como medido por Western biot) também
pode ser usada como uma medida da ativagéo de TrkB. |
Alternativa ou adicionalmente, a. ativi‘dade'de agonista de TrkB

—humano-dos -anticorpes inventivos-pode ser avaliada em um ensaio que en-

volve TrkB enddgeno (por exemplo, em células SY5Y de neuroblastoma hu-
mano). Como descrito nos Exemplos, tais ensaios testam quanto a capaci-
dade de cada anticorpo para promover o crescimento de neurito ou para
aumentar a sobrevivéncia de células diferenciadas a seguir da lesé@o (por
exemplo, dano de retirada de soro). Em certas modalidades os efeitos de-
pendentes de dose dos anticorpos inventivos no crescimento de neurito e/ou
viabilidade de célula sdo medidos.

Em certas modalidades os anticorpos monoclonais purificados
também sdo caracterizados por sua capacidade funcional para ativar TrkB

nao humano (por exemplo, murino, rato, galinha, coelho, etc.). Os Exemplos
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descrevem um ensaio em que os anticorpos foram testados em culturas de
neurdnio de granulo cerebelar (CGN) de rato quanto a atividade contra o
receptor de TrkB de rato endégeno. Como com as células humanas um en-

saio de crescimento de neurito e um ensaio de neuroprote¢éo pode ser rea-

_ lizado. Outros ensaios Uteis sdo mostrados na técnica e serao reconhecidos

~ por aqueles habilitados no ramo.

Ainda em outra modalidades e como descrito nos Exemplos, os
anticor,pds monoclonais purificados sdo caracterizados ainda por sua capa-

cidade funcional para ativar TrkA e/ou TrkC humanos.

5. Anticorpos humanizados e embutidos
Quando do uso de um anticorpo inventivo para prdpésitos tera-

péuticos pode provar ser vantajoso usar uma versao humanizada ou embuti-

~ da do anticorpo de. interesse para reduzir qualquer reag@o imunogénica po- -

tencial. Em geral, anticorpos humanizados ou embutidos minimizam respos-
tas |munolog|cas indesejadas que limitam a duragao e efetividade de aplica-
¢Oes terapéuticas de a_ntncorpos nao humanos em receptores humanos.
Varios métodos para preparar antiéorpos humanizados compre-
endendo uma porgao de Ilgagao de antigeno derivada de um anticorpo nao
humano foram descritos na técnica. Em particular, anticorpos com regides

variaveis de roedor e suas regides determinantes de complementaridade

(CDRs) associadas fundldas ‘aos dominios constantes humanos foram des-

critos (por exemplo;-ver: Winter-et-al.,-Nature-349:293;- 1991; Lobuglio et al |
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:4220, 1989, Shaw et al., J. Immuna 138:4534,
1987: e Brown et al., Cancer Res. 47:3577, 1987). CDRs de roedor enxerta- -
das em um ser humano que sustenta regido de estrutura (FR) antes da fu-
sda0 com um dominio cbnstante de anticorpo humano apropriado (por exem-
plo, ver Riechmann et al., Nature 332:323, 1988; Verhoeyen et al., Science
239:1534, 1988; e Jones et al. Nature 321:522, 1986) e CDRs de roedor sus-
tentadas por FRs de roedor recombinanteménte embutidas também foram
descritas (por exemplo, ver Pub. de Patente EPO N2 519.596).

Anticorpos completamente humanos sao particularfnente dese-

javeis para tratamento terapéutico de pacientes humanos. Tais anticorpos
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podem ser produzidos usando camundongos transgénicos que s&o incapa-
zes de expressar genes de cadeias pesadas e leves de imunoglobulina en-
dégena, mas que podem expressar genes de cadeia pesada e leve humanos
(por exemplo, ver Lonberg e Huszar Int. Rev. Immur_lol. 13:65-93, 1995 e
Patente U.S. N® 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; ¢ 5.661.016).

Versdes embutidas dos anticorpos inventivos também podem

~ ser usadas nos métodos da presente invengdo. O processo de embutimento

envolve seletivamente substituir residuos de FR, por exemplo, de uma regi-
30 variavel de cadeia pesada ou leve de murino, com residuos de FR huma-

nos de modo a fornecer um anticorpo que compreende uma porgao de Ilga- |
gao de antigeno que retem substancualmente toda a estrutura de dobradura
de proteina FR nativa. As técnicas de embutimento sao fundamentadas no .
entendimento de que as caracteristicas de ligagéo de antigeno ‘de uma por-
cao de ligagao de antigeno sao determinadas primariamente pela estrutura e
disposicao relativa dos conjuntos de CDR de cadeia pesada e !eve dentro da
superficie de associagdo de-antigeno (por exemplo, ver Dawes et al., Ann.

Rev. Biochem. 59: 439 1990). Assim, a especificidade de assbciagéo de an-
tigeno pode ser preservada em um anticorpo humanizado apenas em que as
estruturas de CDR, sua interagdo entre si e sua interagdo com o restante |
dos dominios de regido variavel sdo 'cwdadosame_nte mantidas. Usando-se

técnicas de embutimento, residuos de FR exterior (por exemplo; acessivel'a -

-solvente)-que-sao-faciimente- encontrados- pelo-sistema imune-séo seletiva-

mente substituidos com residuos humanos para fornecer uma molécula hi-
brida que compreende uma superficie embutida fracamente imunogénica, ou
substancialmente nao imunogénica.

6. Anticorpos de cadeia Unica

Anticorpos de cadeia Unica também podem ser preparados com
base nos anticorpos inventivos. Por exemplo, um anticorpo de cadeia Unica
(scFv) pode ser engendrado como descrito, por exemplo, em Colcher et al.,
Ann. N Y Acad. Sci. 880:263-80, 1999; e Reiter, Clin. Cancer Res. 2:245-52,
1996. Métodos especificos sdo descritos nos Exemplos. O anticorpo de ca-
deia unica pode ser dimerizado ou multimerizado para gerar anticorpos mul-
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tivalentes tendo especificidades para epitopos diferentes de TrkB humano.

7. Composigdes farmacéuticas
Anticorpos monoclonais da invengdo podem ser administrados

puros de modo a ativar TrkB de acordo com a presente invengdo. Mais co-
mumente, entretanto, eles sdo administrados no contexto de uma composi-
¢ao farmacéutica, que contém uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um ‘ou mais anticorpos juntamente com um ou mais outros ingredientes mos-
trados aqueles habilitados na técnica para formular composigées farmacéuti-
cas. | ' | |
Como aqui usado, os termos "quantidade farmaceuticamente
eficaz" ou "quantidade terapeuticamente eficaz" significam a quantidade total
de cada ingrediente ativo da composi¢ao farmacéutica ou método que € su-
ficiente para mostraf um beneficio significativo do paciente, isto é, tratamen-
to, prevengao ou melhora de uma condicdo que requer ativacdo de TrkB.
QUando aplicado a um ingrediente vaﬁvb individual qué ¢ administrado sozi-
nho, o termo refere-se aquele ingrediente sozinho. Quando aplicado a uma
combina(;éb de ingredientes ativos, o termo refere-se a quantidades combi-

nadas dos ingredientes ativos que resultam no efeito terapéutico, se admi- -

nlstrados em combinag&o, serial ou simultaneamente.
Em certas modalidades da invencao, antlcorpos |nvent|vos sao

administrados com uma dose semanal na faixa de cerca de 0,1 a cerca de-

- 1000 mg/kg-de peso-corporal, ou cerca de 1 a-cerca de 500-mg/kg de peso

corporal, em certas modalidades cerca de 10 a cerca de 300 mg/kg de peso
corporal. Doses podem ser administradas como um Unico regime ou como
um regime continuo dividido por duas ou mais doses durante o curso de um
dia ou semana. A liberagdo pode ser como um bolo ou em certas modalida-
des como uma infusdo gradual (por exemplo, por inje¢do durante 30 min).
Em certas modalidades uma ou mais doses ma‘is altas (por exemplo, 2, 3 ou
4 veies mais altas) podem ser administradas inicialmente seguido por uma
ou mais doses de manutencdo mais baixas. A(s) dose(s) mais alta(s) podem
ser administradas no inicio do tratamento apenas ou no comeco de cada
ciclo de tratamento. Estes niveis de dosagem e outros niveis de dosagem
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aqui sdo para administragdo intravenosa ou intraperitoneal. A pessoa habili-
tada facilmente sera capaz de determinar os niveis de dosagem necessarios:
para uma via diferente de administragéo. Sera avaliado que, em geral, a do-
se exata usada serd como determinado pelo médico prescrevente e depen-
derd nao apenas do peso do paciente e da via de administragao, mas tam-
bém da idade do paciente e da seveﬁdade dos sintomas.

Ingredientes adicionais Uteis na preparagao de composigées
farmacéuticas de acordo com a presente invéngéo incluem, por ,exem'plo,
veiculos (por exemplo, na forma liquida ou soélida), 'agent_es flavorizantes,
lubrificantes, solubilizantes, agentes de suspensao, énchimentos, deslizan-
tes, auxiliares de compresséo, aglutinantes, agéntes desintegranfeé de com-
primido, materiais encapsulantes, emulsificadores, tampdes, conservantes, .
adocantes, agentes espessantes, agentes colorantes, reguladores de visco-
sidade, estabilizantes ou osmo-reguladores, ou combinagéés dos mesmos.

| Composicoes farmacéuticas quuidas.preferivelménte contém um-
ou mais anticorpos monoclonais da invengdo e um ou rr'\aisbvel’culos quUidos
para formar solugdes, suspensdes, emulsdes, xaropes, elixires, ou co‘mposi-'
cOes pressurizadas. Veiculos liquidos farmaceuticamente aceitaveis incluem,
por exemplo agua, solventes organicos, 6leos farmaceuticamente aceitaveis
ou gordura, ou combinagdes dos mesmos. O veiculo liquido pode conter ou-
tros aditivos farmacéuticos adequados tais como sd‘lubiiizantes, emuilsifica-

_dores, tampdes; conservantes; adogantes, agentes-flavorizantes;-agentes de

suspensdo, agentes espessantes, cores, reguladores de viscosidade, estabi--
lizantes ou osmo-réguladores, ou combinacgdes dos mesmos. Se a formula-
¢ao liquida é inténcionada para o uso pediatrico, & geralmente desejével evi-
tar a inclusao de alcool.

Exemplos de veiculos liquidos adequados para a administragao
oral ou parenteral incluem agua (preferivelmente contendo aditivos tais como
derivados de celulose tais como carboximetil celulose de sédio), alcoois ou
seus derivados (incluindo alcoois monoidricos ou alcoois poliidricos tais co-
mo glicdis) ou 6leos (por exemplo, 6leo de coco fracionado e dleo de amen-

doim). Para a administragao parenteral o veiculo também pode ser um éster
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oleoso tal como oleato de etila e miristato de isopropila. O veiculo liquido
para composi¢des pressurizadas pode ser hidrocarbonetos halogenados ou
outro propulsor farmaceuticamente aceitavel.

Composigdes farmacéuticas solidas preferivelmente contém um
ou mais veiculos solidos, e opcionalmente um ou mais outros aditivos tais
como agentes flavorizantes, lubrificantes, solubilizantes, agentes de suspen-

sdo, enchimentos, deslizantes, auxiliares de compress&o, aglutinantes ou

- agentes desintegrantes de comprimido ou um material encapsulante. Veicu-

los solidos adequados incluem, por exemplo, fosfato de calcio, estearato de
magnésio, talco, agucares, lactose, dextrina, amido, gelatina, celulose, metil

'celulose_, carboximetil celulose de sédio, polivinilpirrolidina, ceras de fusao

baixa ou resinas de troca de ibn, ou combinag¢des dos mesmos. Em compo-
sicbes farmacéuticas em pd, o veiculo é preferivelmente um sdlido finamente
dividido que esta em mistura com o ingrediente ativo finamente dividido. Em
cbmpri'midos, o(s) ingrediente(s) ativd(s) sdo geralmente misturados com um

veiculo tendo as propriedades de compressdo necessarias em proporgoes

~adequadas, e opcionalmente, outros aditivos, e COmpactados na forma e

tamanho desejados.
Em algumas modalldades da invengdo, composi¢oes farmacéu-

ticas sdo fornecudas na forma de dosagem unitaria, tais como compnmldos

ou capsuias. Em tal forma, a composicdo ¢ subdividida em dose unitaria -

contendo quantldades apropriadas-do(s) ingrediente(s) ativo(s).-As formas

de dosagem unitarias podem ser composigoes empacotadas, por exemplo
poés empacotados, frascos, ampolas, seringas pré-cheias ou sachés conten-
do liquidos. A forma de dosagem unitéria pode ser, por exemplo, uma capsu-
la ou comprimido por si 6, ou ela pode ser um nimero apropriado de qual-
quer uma de tais composi¢des na forma de pacote. '
Assim, a presente invencdo também fornece uma composi¢ao
farmécéutica na forma de dosagem unitaria para ativar TrkB, onde a compo-
sicdo contém uma dosagem unitdria terapeuticamente eficaz de pelo menos
um anticorpo monoclonal da invengédo. Como uma pessoa habilitada na téc-
nica reconhecera, certa dosagem unitéria terapeuticamente eficaz depende-
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r4 do método de administracao.

A presente invengao também fornece um pacote terapéutico pa-:
ra dispensar os anticorpos monoclonais da inven¢do a um individuo que é
tratado para uma condi¢ao que requer ativagcao de TrkB. Em algumas moda-
lidades, o pacote terapéutico contém uma ou mais dosagens unitarias de

pelo menos um anticorpo monoclonal inventivo, um recipiente contendo. uma

, ou mais dosagens unitarias, e rotulagem que dirige-se ao uso do pacote pa-

ra o tratamento. Em certas modalidades, a dose unitaria esta na forma de
comprimido ou capsula. Em algumas casos, cada dosagem unitaria € uma
quantidade terapeuticamente eficaz. '

8. Outros aqentes farmaceutlcos

De acordo com a presente invengao, antlcorpos monoclonals da -
invengao podem ser administrados sozinhos para modular a atlwdade de
TrkB. Alternativamente os anticorpos podem ser administrados em combina-
¢do com (se simultanea ou sequencualmente) um ou mais outros agentes
farmacéuticos Uteis no tratamento prevengao ou melhora de uma ou mais
outras condigdes (incluindo sintomas, disturbios, ou doengas) que requerem
atwndade de TrkB. ' ,

Por exemplo, outros agentes farmaceutlcos que podem modular
a atividade de TrkB podem ser usados em combinag¢ao com 0s antucorpos

monoclonais da invencdo, incluindo outros ativadores de TrkB. As Patentes

: 'UV.AS-.—~N9~§——5.7-70.5775»—-6.»07-»7..-829;«6;7—23-.701—é—6<.800.60-7m (todas incorporadas

aqui por referéncia em sua totalidade) descrevem derivados de BDNF e
composi¢des que podem ser Uteis de acordo com a pratica da presente in-
vengao. | | '
Adicional ou alternativamente, os anticorpos monoclonais podem
ser usados em combinagdo com outros agentes farmacéuticos que sao Uteis
no tratamento, prevengdo ou melhora de disturbios e doengas neurol6gicos.
Em certas modalidades, os anticorpos monoclonais sao combinados com
agentes que sdo Uteis no tratamento, preven¢do ou melhora de disturbios e
doengas causados por lesdes ao sistema nervoso (por exemplo, por ferimen-
to, cirurgia, isquemia, infeccdo, doencas metabdlicas, subnutricdo, tumor
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maligno, medicamentos téxicos, etc.). Deve ser entendido que qualquer a-
gente adequado mostrado na técnica pode ser usado, incluindo aqueles lis-
tados na Physicians' Desk Reference, 552 Edi¢ao, 2001, publicado por Medi-
cal Economics Company, Inc. at Monvale, NJ, as porcdes relevantes do qual

. sdo incorporadas aqui por referéncia.

9. Usos terapéuticos

Em um aspecto, anticorpos inventivos sao utels para tratar con-
dicoes (incluindo sintomas, disturbios, ou doencgas) que requerem ativagao
de TrkB. Tais métodos envolvem administrar uma quantidade terapeutica-

mente eficaz de um ou mais anticorpos inventivos ao individuo. Em certas

‘modalidades, a invengdo fornece métodos para- tratar condigcoes neurologi-

cas. Por exemplo, e sem Iimitagéo, anticorpos' inventivos podem ser usados
para tratar individubs com um ‘sistema. nervoso que foi lesionado por feri-
mento, cirurgia, lsquemla infecgdo, doengas metabdlicas, subnutricao, tumor |
mahgno medicamento toxico, etc.- Exemplos especificos- incluem acidente
vascular cerebral lesdo na medula espinhal, lesdo cerebral traumatica, de-

-generagdo retiniana e axotomia. Os antncorpos inventivos também podem
‘ser usados para tratar disturbios tais como disturbio de hiperatividade com

déficit de atencdo (ADHD), depressao e dan_o mental associado a idade (isto
é, fornecendo-se aumento cognitivo). Os anticorpos inventivos também po-

dem-ser usados para tratar condigdes congeénitas ou-neurodegenerativas

-ineluindo doenga-de Alzheimer, doenga- de -Parkinson,-coréia de Huntington,

esclerose lateral amiotrofica (ALS) e condigdes relacionadas a estas. Os be-
neficios de ativagdo de TrkB no tratamento de doengas nao neurolégicas tais
como cancer e diabete também foi descrito e os anticorpos invehtivos_ por-
tanto podem encontrar utilidade em tais contextos (por exemplo, Patentes
U.S. N% 5.877.016 e 6.800.607 descrevem os beneficios de ativagido de
TrkB para tratar cancer e diabete, respectivamente).

Os métodos desta invengdo sio Uteis para tratar as condigcoes
descritas aqui em adultos e criangas. Eles também podem ser utilizados pa-
ra aplicagdes veterinarias, particularmente incluindo aplicagdes em caninos e
felinos. Se d}esejado, os métodos aqui também podem ser usados com ani-
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mais de criagao, tais como criagdes de ovino, bovino, porcino e equino.
Métodos inventivos envolvem a liberagdo de anticorpos mono-
clonais inventivos por intermédio de qualquer via apropriada de administra-
¢ao incluindo, por exemplo, modos parenteral; ihtravenoso, tépico, nasal,
oral (incluindo bucal ou sublingual), retal ou outros modos. Em geral, os anti-
corpds podem ser formulados parav a liberacdo imediata, retardada, modifi-
cada, prolongada, pulsada, ou controlada. | |
Em certas modalidades, os anticorpos sao formulados para a
liberagao por injegéo. Em tais modalidades, a administragdo. pode ser, por
exemplo, intracavernosa, intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal intrate-
caI mtraventncular intra-uretral, intra-esternal, |ntracran|a| mtramuscular ou.
subcutanea ou por intermédio de técnicas de infuséo ou |njeg:ao sem agu-
lha. Para tal administracéo parenteral, 0s ant:co_rpos da invengédo podem ser
preparados e mantidos em formulagdes liofilizadas convencionais e reconsti-
tuidos antes da administragéobom uma solugdo salina farmaceuticamente
aceitavel, tal como uma solugéo salina a 0,9%. O pH da formulagdo injetavel
pOde ser ajustado, como é mostrado na técnica, com um acido farmaceuti-
camente aceitavel, tal como &cido metanossulféhico. Outros veiculos e sol-
ventes aceltavels que podem ser utlllzados incluem solugdo de Rlnger e
U.S.P. Além disso, 6leos fixos, estéreis sao convencnonalmente utilizados

como um solvente ou meio de suspensao. Para este proposito qualquer 6leo

fixo brando pode ser utilizado incluindo mono- ou diglicer-l’deos-sintéticos.

Além disso, acidos graxos tais como acido oléico s&o usados na preparagao
de injetéveis. As formulagdes injetaveis podem ser esterelizadas, por exem-
plo, por filtragdo através de um filtro de retengéo bacteriana, ou incorporan-
do-se agentes esterilizantes na forma de composi¢oes solidas estéreis que
podem ser dissolvidas ou dispersas em agua estéril ou outro meio injetavel
estéril antes do uso. |

De modo a prolongar o efeito do anticorpo inventivo, pode ser
desejavel reduzir sua absor¢gdo a partir de uma injecdo intramuscular ou
subcutanea. A absor¢do retardada de um tal anticorpo administrado pode

ser realizada dissolvendo-se ou colocando-se em suspensao o agente em
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um veiculo oleoso. Formas de depdsito ihjetéveis sdo fabricadas formando-
se matrizes de microcapsula do anticorpo em polimeros biodegradaveis tais
como polilactideo-poliglicolideo. Dependendo da razdo de anticorpo para
polimero e da natureza do polimero particular utilizado, a taxa de liberagao
de anticorpo pode ser controlada. Exemplos de outros polimeros biodegra-
daveis incluem poli(ortoésteres) e poli(anidridos). Formulagdes de deposito
injetaveis também sdo preparadas capturando-se os anticorpos em liposso-
mos ou microemulsdes que sao compativeis com tecidos corporais.

Para a aplicagdo topicamente a pele, os anticorpos podem ser

formulados como um ungiiento adequado contendo o ingrediente ativo colo-

cado em suspensao ou dissolvido em, por exemplo, uma mistura com um ou

mais dos seguintes: oleo mineral, petrolato liquido, petrolato branco, propilé-
no glicol, composto de polioxietileno- polioxipropileno, cera emulsificante e

agua. Alternativamente, eles podem ser formulados como uma locdo ou

creme adequados, colocados em suspenséo ou dissolvidos em, por exem-

plo, uma mistura de um ou mais dos seguintes: 6leo mineral, monoestearato
de sorbitano, um polietileno glicol, parafina liquida, polisorbato 60, cera de
ésteres cetilicos, alcool cetearilico, 2-octildodecanol, alcool benzilico e agua.

Os anticorpos inventivos também podem ser administradds in-
tranasal ou por inala¢éo e sdo convenientemente liberados na forma de um
inalador de pé seco-ou uma apresenfa’géo de pulverizagdo por aerossol a

~partir -de -um recipiente-pressurizado,- bomba,- pulverizador, - atomizador ou

nebulizador, com ou sem O uso de um propulsor adequado, por exemplo,
diclorodifluorométano, triclorofluorometano, dic|orofetraf|uoroetano, um hidro-
fluoroalcano, diéxido de carbono ou outro gas adequado. No caso de um
aerossol pressurizado, a unidade de dosagem pode ser determinada forne-
cendo-se uma vélvula para liberar uma quantidade medida. O recipiente
pressurizado, bomba, pulverizador, atomizador ou nebulizador podem conter
uma solugéo ou suspensdo do anticorpo, por exemplo, usando uma mistura
de etanol e o propulsor como o solvente, que adicionalmente pode conter um
lubrificante, por exemplo, trioleato de sorbitano. Capsulas e cartuchos (fabri-

cados, por exemplo, de gelatina) para o uso em um inalador ou insuflador
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podem ser formulados para conter uma mistura em p6 dos anticorpos da
invehgéo e uma base de p6 adequada tal como lactose ou amido.

Para métodos inventivos utilizando liberagdo oral, tal liberagao
pode ser realizada usando formulagdes sélidas ou liquidas, por exemplo na
forma de comprimidos, capsulas, multiparticulados, géis, peliculas, ovulos,
elixires, solugdes ou suspensdes. Em certas modalidades, os anticorpos
monoclonais sdo administrados como comprimidos ou capsulas orais. Tais
preparacdes podem ser formulagoes mastigaveis ou liquidas mistas ou ma-
teriais alimenticios ou liquidos se desejavel, por exemplo para facilitar a ad-
ministracdo a criangas, a individuos c'uja capacidade' para engolir Comprimi-_
dos é comprometida, ou a animais. . o |

Composigcdes para a administracdo retal sdo preferivelmente .
supositérios que podem ser preparados misiufando’-se 63 anti_cdrpos inventi-
vOS com ade'quadoé excipientes ou veiculos nao irritantes _téis como m'a_ntei-'
ga dé cacau, polietileno glicol ou uma cera de supositério qué sdo sdlidos na
temperatura ambiente, mas quuidds na temperatura’corpdral.e portanto' fun-
dem na abdbada retal e liberam os anticorpos. Enemas de retengao e cate-
teres retais também podem ser usados como é mostrado na técnica. Veicu-
los que realgam a viscosidade tais como hidroxipropil celulose também sao
alguhs veiculos da invengéo para a administragéq_retal visto que eles facili-

tam a retengdo da composicao farmacéutica dentro do reto. Geraimente, o

--volume-de veiculo -que-é-adicionado-a composicdo- farmacéutica- € selecio-

nado de modo a maximizar a retengdo da composi¢do. Em particular, o vo-
lume nao deve ser tdo grande como para expor a reten¢do da composicao
administrada na abébada retal. |

10. Usos de diagnéstico

Em um outro aspecto, anticorpos inventivos podem ser usados
para detectar TrkB em uma amostra (por exemplo, de modo a diagnosticar
um disturbio caracterizado por super ou sub expressao de TrkB). De acordo
com tais métodos um anticorpo inventivo é combinado com uma amostra -
sob condi¢bes para permitir a ligagdo especifica. A ligagao especifica depois
é detectada indicando do mesmo modo a presenga de TrkB na amostra.
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A amostra pode ser derivada de um fluido corporal (por exemplo,
do fluido cerebroespinhal, sangue, soro, urina, etc.) ou um extrato de células
ou tecido (por exemplo, uma amostra de bidpsia). A deteccao da ligagao po-
de ser facilitada ligando-se (isto &, fisicamente ligando) o anticorpo a uma
substancia detectavel (isto é, rotulagem de anticorpo). Exemplos de subs-
téncias detectaveis incluem varias enzimas, grupos_prostéticos, materiais
fluorescentes, materiais luminescentes, materiais biolumihescentes e mate-
riais radloatlvos Exemplos de enzimas adequadas incluem peroxndase de '
rabano snlvestre fosfatase alcalina, B-galactosidase, ou acetilcolinesterase;
exemplos de complexos de grupo prostético adequados incluem estreptavi-.
dina/biotina e avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes adequa-
dos incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, roda-
mina, diclorotriazinilamina fluoresceina, dansil cloreto ou ficoeritrina; um e-
xemplo de um material luminescente inclui luminol; exemplos de materiais
bioluminescentes incluem luciferase, luciferina, e aequorina; e exemplos de .
‘material radioativo adequado incluem 2%, %", %®s ou ®

Uma variedade de. protocolos para medir a ligacdo de anticorpo,

“incluindo ELISA e FACS, sao mostrados na técnica e fornecem uma base

para diagnosticar niveis alterados ou anormais de expresséo de TrkB. ELISA |
e FACS s&o descritos ainda nos Exemplos. Valores normais ou padrédo para
- a expressdo-de TrkB sdo estabelecidos combinando-se amostras: tomadas
.-de -individuos- normais com-um -anticorpo-inventive-sob- condugoes adequadas
para a formagé&o de complexo. A quantidade de formagédo de complexo pa-

drdo pode ser quantificada por varios métodos dependendo da natureza da

"substancia detectavel. Preferivelmente a quantidade de formagéo de com-

plexo padréo é quantificada por meios fotométricos. Niveis de expresséo de
TrkB em amostras de individuos doentes depois sdo comparados com 0S
valores padréo. O desvio entre valores padréo; e de doente estabelece os
parametros para diagnosticar a doenca.

Em certas modalidades, os métodos inventivos podem ser usa-
dos para diagnosticar condi¢des neurologicas que sdo caracterizadas por

super ou subexpressdo de TrkB. Por exemplo, e sem limitagdo, métodos
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inventivos podem ser usados para identificar sistemas nervosos que foram
lesionados por ferimento, cirurgia, isquemia, infecgéo, doengas metabdlicas,
subnutricdo, tumor maligno, medicamento toxico, etc. Exemplos especificos.
incluem -acidente vascular cerebral, lesdo na medula espinhal lesdo cerebral
traumatnca degeneragdo retiniana e axotomia. Os métodos inventivos tam-

bém podem ser usados para duagnostlcar disturbios tais como distarbio de

_ hiperatlw_dade com déficit de atengdo (ADHD), depresséo e dano mental as-

sociado a idade (isto é, fornecendo-se aumento cognitivo).vOs métodos in-
ventivos também podem ser usados para diagnosticar con’digées congénitas -
ou neurodegenerativas incluindo doenga de Alzheimer, doencga de Parkin-
son, coréia de Huntington, esclerose lateral amiotréfica (ALS) e éondigées
relacionada a estes. ' ' C '

11. Usos de purificacao
A invengao tambem fornece um método de usar um antlcorpo

para purificar TrkB de uma amostra compreendendo comblnar um anticorpo

inventivo com uma amostra sob condigbes para permmr a ligagao especifica,

do mesmo modo produzindo um complexo de antlcorpo receptor de TrkB,

separar o complexo de anticorpo- receptor de TrkB do restante da amostra e |
depois separar o anticorpo do receptor de TrkB, obtendo do mesmo modo
um receptor de TrkB purificado. Sera avaliado que 0s antlcorpos mventuvos

podem ser usados para isolar TrkB por qualquer tecmca padrao, tal como -

_cromatografia por afinidade-ou imunoprecipitagao.- - —-— ——-- - —

EXEMPLOS
A presente invengao é ilustrada e sustentada ainda pelos exem-

plos seguintes. Entretanto, estes _exemplos nao devem ser de nenhum modo
considerados para limitar mais o escopo da invengéo. Ao contrario, uma
pessoa tendo habilidade comum na técnica facilmente entenderia que exis-
tem outras modalidades, modificagdes, e equivalentes dé presente invengao
sem divergir do espirito da presente invengao e/ou do escopo das reivindica-
¢Oes anexas. '

EXEMPLO 1
Este exemplo descreve a preparagéo e caracterizagao e teste in
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vitro de uma pluralidade de anticorpos de TrkB.

Materiais e Métodos

Imunégenos
Anticorpos de murino anti-TrkB foram preparados usando uma

mistura de dois imundgenos de proteina: uma primeira proteina recombinan-
te que inclui o dominio extracelular (ECD) de TrkB humano (rhTrkB-ECD)
(R&D systems, Inc., Cat. N2 397-TR/CF) e uma segunda proteina recombi-
nante que .inclui o dominio extracelular de TrkB de murino (fmTrkB-ECD) o
(R&D system, Inc., Cat. N® 1494-TB/CF).

O dominio extracelular de TrkB humano é compreendido de re-
siduos de aminoacido C32-H430 da proieina de tamanho natural (que é a-
presentada como a SEQ ID NO: 1 na Fig. 12, Acesso no GenBank N NP
006171). rhTrkB-ECD foi expressado -em linhagem de célula de mieloma de
murino NSO. A massa molecular calculada de rhTrkB-ECD monomeérico é 44
'kDa; ehtretanto QUandb glicosilado ele migra como uma faixa ampla de 80a
100 kDa em SDS-PAGE sob condigdes de redugéo.

O dominio extracelular de TrkB de murino é compreendldo de
residuos de aminoacido C32-H429 da proteina de tamanho natural (que € -
apresentada como a SEQ ID NO: 2 na Fig. 13, Acesso no GenBank N°
P15209). No rhTrkB-ECD usado para este exempld, esta seqléncia é flan-
queada por um peptideo de sinal humano CD33 de terminal N que é clivado

-—dUrante a-expressao e um Rotulo-His-de-terminal C. thTrkB-ECD-também foi

expressado em Imhagem de célula de mieloma de murino NSO. A massa
molecular calculada do rhTrkB-ECD monomérico € de 45,9 kDa; entretanto
quando glicosilado ele migra como uma faixa ampla de 75 a 100 kDa em
SDS-PAGE sob condigbes de redugao.
Programas de imunizagdo

Cinco camundongos BALB/c fémeas de 8 semanas de idade
foram imunizados com 10 ug de rhTrkB-ECD que foi pré-misturado com ad-
juvante de Freund completo (CFA). A mistura foi separada em porgoes que
foram injetadas subcuténea e intraperitonealmente 4 vezes quinzenalmente

(isto é, nas semanas 0, 2, 4, e 6). Os camundongos também foram imuniza-
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dos na semana 7 por injecdo subcuténea e intraperitoneal com 1'pg de rm-
TrkB-ECD que foi pré-misturado com adjuvante de Freund completo (CFA).-
As sangrias dos camundongos foram coletadas nas semanas 5 e 7 e respos-
tas de anticorpo nos soros foram avaliadas.

Geracao de anticorpos monocionais anti-TrkB de murino (mAbs)

Trés dos cinco-camundongos foram adicionalmente- reforgados

~ intravenosamente com 10 pg de rhTrkB e 1 pg de rmTrkB 3 dias antes da

fusdo celular (que ocorreu na semana 12). Esplendcitos dos mesmos trés
camundongos foram fundidos: com células de mleloma de  murino
P3X63Ag8.653.(ATCC, Cat. N CRL-1580) na razéo de 4:1 usando 50% de
polietileno glicol (MW 1500) (Roche Diagnostics Corp., Cat. N2 783641). De-
pois da fusdo, as células foram semeadas e cultivadas em -placas'd_e- 96 ca-
vidades a 1 x 10° células/cavidade em meio de selegdo _‘(‘RPMI1‘64O conten-
do 20% de FBS e 5% de Origen) (IGEN International, Inc., Cat. N2. 210001),
2 mM de L-glutamina, 100 U/mli de'penicilina, 100 pg/m! de estreptomicina, .1
x HEPES e 1 x HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina) (Sigma, Cat. N°
H0262). Sobrenadantes de hibridoma foram triados quanto a ligacdo com
rhTrkB por ELISA e ‘manchamento em células estaveis HEK293 que expres-
sam rhTrkB por analise FACS (ver abaixo). Os sobrenadantes de hibridoma

selecionados para ser positivos foram subseqiientemente testados quando

. as atividades agonistas em rhTrkB usando um ensaio de luciferase (ver a- -

baixe).-Os-hibridomas- selecionados-foram- subclonados quatro vezes por

diluicdes seriais e uma vez por classificagao FACS (ver abaixo). O meio

' condiciohal foi colhido da cultura de hibridoma estéy_el. Prosep-A (Montage

Antibody Purification Spin columns, Millipore, Cat. N2. P36486) foi usado pa-
ra purificar IgG do meio condicional de hibridoma. A classe de Ig de cada
mAb foi determinada com um kit de isotipagem de mAb de murino (IsoStrip,
Boehringer Mannheim Corp., Cat. N® 1493027). '

ELISAs _
Para medir a presenca de anticorpos de TrkB especificos, placas

de 96 cavidades (Maxisorp, Nunc) foram revestidas com 1 pg/ml de rhTrkB-
EDC-Fc (R&D system, Cat. N® 688-TK) ou rmTrkB-Fc (R&D system) e incu-
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badas durante a noite a 4° C. Depois de lavar as placas e bloquear os cavi-
dades com PBS (10 mM de fosfato de sodio, 150 mM de NaCl, pH 7,2) con-
tendo 1% de BSA e 0,05% de Tween-20, 100 ul de soro imune diluido ou
sobrenadantes de hibridoma foram adicionados e incubados durante 1 h na
temperatura ambiente. As placas foram lavadas, e os anticorpos anti-TrkB
ligados foram detectados usando IgG anti-murino de cabra c0njugado a pe-
roxidase (H+L) (PIERCE, Cat. N° 31434) seguido por incubagdo com 0
substraio T™MB (.BioFX Laboratories, Cat. N TMBW_1000-01). Os valores de
absorbéhéia forarh determinados a 450 nm em um espectrofotdmetro.

Para determinar a concentragdo de mAb no sobrenadante de
hibridoma, placas de 96 cavidades foram revestidas com 1 pg/ml de 1gG an-
timurino de cabra (Fcy) (PIERCE, Cat. N2 31123) em PB'S e incubadas du-
rante a noite a 4° C. Delpois de lavar e blogquear as cavidades com PBS con-
tendo 1% de BSA e 0,05% de Tween-20, 100 p! de sobrenadantes de hibri-
doma diluidos foram adicionados durante 1 h na temperatura ambiente. IgG
de murino de emparelharn‘ento de isétipo purificado foi usado como um pa-
drdo para a quantificagdo de concentragdes de IgG anti-TrkB. As placas fo-
ram Iavadas, e lgG-Fc anti-mu.rino de cabra rotulado com HRP foram adicio-
nadas e incubadas durante 1 h na temperatura ambiente. Depois de lavar bs
cavidades, o substrato TMB foi adicionado. A absorbancia foi determinada a

450 nm.

~»---~Gé»r~ac-terizaeée-—de—epr’topos de-ligacdo de-anticorpo relativos usando-ligagao

" por competicao

_ Para determinar como a ligacdo de IgG anti-TrkB a proteina
TrkB afeta a interagdo de BDNF com TrkB, uma placa de 96 cavidades foi
revestida com 0,3 pg/ml de BDNF (R&D system, Cat.} N2 248-BD/CF) em
PBS e incubada durante a noite a 4° C. Depois de lavar e bloquear os cavi-
dades com PBS contendo 1% de BSA e 0,05% de Tween-20, 100 pl de rhis-
tura 'de sobrenadante de hibridoma pré-incubado (ou soro imune diluido)
com rhTrkB-EDC-Fc foi adicionado a placa e incubado durante 1 h na tem-
peratura ambiente. Depois de lavar a placa, IgG anti-humano de cabra con-
jugado a peroxidase, (Fcy) (PIERCE, Cat. N? 31416) foi adicionado e incu-
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bado durante 1 h na temperatura ambiente. As cavidades foram lavadas e 0
substrato TMB foi adicionado. A absorbancia foi determinada a 450 nm.

Para mapear os epitopos de ligagdo de anticorpo relativos em
rhTrkB, uma placa de 96 cavidades foi revestida com 1 pg/ml de cada mAb
especifico de TrkB individual em PBS e incubada durahte a noite a 4° C. De-

pois de lavar e bloquear os cavidades com PBS contendo 1% de BSA e

, 0,05% de Tween-20,-100 pl de mistura de cada mAb de TrkB pré incubédo

individual (20 pg/ml) e rhTrkB-EDC-Fc (0,1 pg/ml) foi adicionado as cavida-
des e incubado durante 1 h na temperatura ambiente. A placa foi lavada e '
incubada durante 1 h com IgG anti-humano de cabra conjugado a peroxida-. |
se (Fcy). Depois de lavar a placa, o substrato TMB foi adici'onado.'A absor-
bancia foi determinada a 450 nm. ’
Ensaio de luciferase v » o

Uma linhagem estavel de células HEK-293 que expressam rh-

TrkB‘ foi gerada transfectando-s'e' as células HEK-293 com pcDNA-hTrkB

- (tamanho natural, ver Acesso no GenBank N2 NM_006180). Células trans-

fectadas foram selecionadas na presenga de higromicina durante 2 semanas
com diluigées limitadas. A seguir da avaliagéo inicial, um unico clone de cé-
lulas foi escolhido para o estudo. Para o ensaio de luciferase, células foram

plagueadas a 1,5 x 10* células/cavidade em 100 pl de meio de crescimento

~ em placas de 96 cavidades. No dia seguinte, as células foram tratadas com

10 pl de-10x-concentragao-final-de BDNF -du~anticorpos- de teste. Atividades

de luciferase foram medidas 16 h depois dos tratamentos usando o kit de
ensaio Steady-Glo da Promega de acordo com o protocolo do fabricante. Em
poucas palavras, o meio foi substituido com 100 pl de PBS e 100 pl de rea-
gente Steady-Glo foram adicionados. Depbis de vedar as placas com Tob- |
Seal, as placas foram agitadas em Agitador de Placa Tituladora em veloci-
dade ~ 5 durante 5 minutos e depois a luminescéncia foi medida usando um
instrumento TopCount NXT v2.13 (Packard).
Andlise FACS

Células HEK-293 que expressam rhTrkB foram destacadas das -
placaé com PBS contendo 5 mM de EDTA e transferidas para tubos Falcon
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de 5 mi (Becton Dickinson, Cat. No. 352063) com 2 x 10° células por tubo.
As células foram lavadas uma vez com PBS centrifugando-se a 800 rpm a 4°
C durante 3 min, e incubadas durante 30 min a 4° C com 100 pl de sobrena-
dante de cultura de hibr.idoma, anticorpos purificados ou soro imune diluido
em PBS com 1% de FBS. As células foram lavadas 3 vezes com 1 ml de
PBS contendo 1% de FBS e incubadas durante 30 min a 4° C no escuro com
IgG anti-murino de cabra rotulado com PE, fragmento F(ab'), (DAKO Corpo-
ration, _Cat. No. R0480) em PBS contendo 1% de FBS. As célu.las foram la-
vadas trés vezes novamente e re-colocadas em suspensdo em 250 pl de
PBS contendo 1% de FBS. lodeto de propidio foi usado para a detecgéo de
células mortas, que foram excluidas da analise. A fluorescéncia de 5000 ce-
lulas/tubo foi contada por um citofluorédmetro de fluxo FACScan '_(Be'ctdn Dic-
kinson). ' ‘
Ensalo de autofosforllacao de TrkB -

Celulas HEK-293 que expressam rhTrkB foram plaqueadas em

placas de 24 cavidades a 2 x 10° células/cavidade em um meio de cresci-

“mento DMEM. No dia seguinte, as células foram incubadas em DMEM isento

de soro durante 90 min, depois estimuiadas com BDNF ou anticorpos de .

teste emlconcentragées diferentes durante 30 min a 37° C. Depois de lavar

com PBS uma vez, as células foram lisadas em Tampé&o de Amostra Laem-

mli (Bio-Rad) pré aquecido a 95° C. Os lisatos foram conduzidos através de |

~—eelu-na-QlA»s-h-redder—(@-iagen-%e-zgﬁI~de—a-mestr-as-—feram—re-solvidos em 4 a

25

30

12% de gel Bis-Tris (Invitrogen). A seguir da transferéncia as membranas de
nitrocelulose, faixas de TrkB fosforilado foram detectadas usando anticorpo
especifico de PY490 fosfo-Trk (1:100, Cell Signaling, Cat. No. 9141') seguido
por incubagdo com anticorpo secundario anti-coelho conjugado a HRP (Mo-
lecular Probes). Os sinais foram desenvolvidos usando o kit ECL plus (A-
mersham). ' |
Ensaio de crescimento de neurito

Células SH-SY5Y de neuroblastoma humanas foram cultivadas

em DMEM:F12(1:1) suplementado com 2 mM de L-glutamina, 15 FBS e
pen/estrep. Para o ensaio de crescimento de neurito, as células foram pla-
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queadas em placas de cultura de tecido de 96 cavidades na densidade de 4
x 10° células/cavidade e incubadas com 10 pyM de acido all-trans-retindico-
(RA) para induzir a diferenciagdo neuronal. No terceiro dia, o meio foi substi-
tuido com meio de crescimento fresco com ou sem BDNF ou anticorpos de
teste, como indicado nos resultados. Depois de trés dias adicionais em cultu-
ra, as células foram fixadas por IC-Fix durante 30 min na temperatura ambi-

~ ente e processadas ainda para o imunomanchamento de beta-Tubulina Ill.

Primeiro, as células foram permeabilizadas por incubacdo breve em 0,2% de
Triton em solugao tamponada com fosfato (TPBS). Depois as amostras fo-
ram incubadas em 1,5% de soro de cabra normal (NGS).em TPBS durante |
30 min para bloquear a ligagdo nao especifica; seguido por incUbégéocom
mAb anti-beta-Tubulina HI (Tuj1, 1:1000,. Covance) em 1,5% de NG_S/T PBS.
Os sinais de Tuj1 foram detectados usando an‘ticorpo anti-cabra de murino
Alexa 488 (1:500, Molecular Probes)'e crescimento de neurito foi analisado
usando Cellomics varredura de airrénjo. '

’ Para a medigdo de efeitos promotores de neurito nos neurénios
primérios, culturas de neurdnio granular cerebelar de rato ou murino (CGN)
foram preparadas. Breve'menfe, o cerebelo foi dissecado dos animais pos
natal no dia 7 e cortado em peda(;ds pequenos. O tecido foi tratado com pa-
paina (Worthington Biochemical Corp.) durante 30 min a 37° C e dispersa-
dos por trituracdo suave. A seguir da centrifugagé’xo*a‘_BOO g durante 5 min,

células-dissociadas foram reconstituidas em-meio-Neurobasal contendo su-

plemento B27, 0,5 mM de 1-glutamina, e 25 mM dé cloreto de potéssio e
plaqueadas em placés Biocoat de 96 cavidades pré-revestidas com poli-d-
lisina (BD bioscience) em uma densidade de 1,2 x 10* células/cavidade. As
células foram tratadas com BDNF ou anticorpos de teste durante 24 h, fixa-
das com IC-Fix durante 30 min na temperatura ambiente e processadas para
imunomanchamento com Tuj1 como descrito acima.
Ensaio de sobrevivéncia celular

As células SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 96 cavida-

des a 1 x 10? células/cavidade e incubadas com RA (10 uM) para induzir a

diferenciagdo neuronal. Depois de 3 dias, o meio de cultura foi mudado para
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o meio de crescimento sem soro (meio isento de soro) e as células foram
tratadas com BDNF, anticorpos de teste ou veiculo. A seguir de dois dias
adicionais em cultura, a viabilidade de célula foi medida por ensaio de MTT

usando o Kit de Ensaio de Proliferagdo de Célula Nao Radioativa CellTiter

. 96 (Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.

Ensaio de neuroprotecao

Culturas de CGN de rato ou murino foram preparadas de filhotes
de 7 dlas de idade como descrito acima e plaqueadas em placas Biocoat de
96 cavidades pré revestidas com poli-d-lisina (BD bioscience) em uma den-
sidade de 7,3 x 10* células/cavidade. 24 h depois do plaqueamento, as célu-
las foram submetidas a lesdo de privagao de soro de potassio (KSD), que é
mostrada resultar em morte significante de neurénios granulares cerebela-

- res. ‘Culturas irmas foram co-tratadas com BDNF ou anticorpos de teste. A

seguir de 24 h de incubagéb, viabilidade de célula foi medida usando um Kit

de Enséio de Proliferacao de Célula-Néo_ Radioativa CellTiter 96 (Promega).

~ Avaliagao de respostas de anticorpo a partir de camundongos

|mun|zados com TrkB
Para avahar as respostas imunes especificas para TrkB, os cin-

.co camundongos imunizados (M1 a M5) foram sangrados uma semana a

'seguir da terceira e quarta imunizagdes. Titulos de anticorpo anti-TrkB-ele-

: -mvados-no-ésero#eram@eterminados por-ELISA-e-andlise FACS-tanto-na ter-

ceira quanto na quarta sangria. A Fig. 1 representa resultados das sangrias
depois da quarta |mun|zagao Todos 0s cinco camundongos geraram titulos
elevados reconhecendo tanto rhTrkB-ECD quanto rmTrkB-ECD em ELISA
(Figuras 1A e 1B).

O local dos epitopos de ligagdo de anticorpo no hTrkB em rela-
¢éo ao sitio de ligagdo de BDNF também foi avaliado. Resultados de ELISA
de competi¢cdo mdstraram que as sangrias imunes podem bloquear intera-
coes de rhTrkB-EDC-Fc e BDNF em uma ordem de M2 = M5 > M3 > M4 =
M1 (Figura 1 C). Interessantefnente, as eficacias de anticorpos em bloquear

a interagao de rhTrkB-BDNF correlacionada com os titulos de ligagdo de an-
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ticorpo (comparar as Figuras 1A e 1 C). Todas as sangrias imunes também
mostraram ligar-se a rhTrkB expressado na superficie celular em células-
HEK-293 como demonstrado por analise FACS (Fig. 1D).

A sequir da observagdo de ligagéo de titulo elevada especifica
de soros imunes a hTrkB, estas sangrias imunes foram avaliadas em um

ensaio reporter de luciferase para testar suas atividades agonisticas. A at|V|-

~ dade de luciferase em células HEK-293 que expressam rhTrkB mostrou se-

letivamente representar a ativagéo de TrkB (Fig. 2). A mcubagao destas cé-
lulas com sangrias imunes significantemente aumentou os sinais de lucifera-
se em uma maneira dependente de dose (Fig. 3) Novamente, a eflcama de -
atividades agonisticas foi em uma ordem de M2 = M5 > M3 > M4 M. Os
trés camundongos com os titulos de anticorpo mais elevados e atividades .
agonistas robustas (M2, M3 e M5) foram escolhldos para a geragao de hibri-

doma subsequente

.Producio de anticorpos monoclonais

Como descrito previamente, os trés camundongos selecionados
(M2, M3 e M5) foram reforgados mtravenosamente com 10 pg de rhTrkB-v
ECD e 1 pg de rmTrkB-ECD trés dias antes da fusao. A partlr da primeira
roda_da de triagem de hibridoma, noventa e quatro clones foram adquiridos. |
que ligaram-se fortemente a rhTrkB-EDC-Fc em um ensaio ELISA. Vinte dos
mesmos clones reagiram cruzado com rmTrkB-ECD em um ensaio ELISA. A -

analise-FACS-confirmou que-cinglenta e-quatro-clones-ligaram-se-a rhTrkB

expressado na superficie de células HEK-293.

A atividade agonista de TrkB de cada clone f0| testada usando
um ensaio de luciferase e dezessete clones de hibridoma com atividades
mais elevadas foram selecionados quanto & outra caracterizagdo. A seguir
da estabilizagdo dos mesmos clones, trés rodadas de subclonagem com di-
luicdo serial, e uma rodada de subclonagem com classificagdo FACS, os4
anticorpos monoclonais de cada meio de cultura condicional foram coletados
e purificados usando-se ProSep-A (Montage Antibody Purification Kits). Os
isétipos de IgG de cada anticorpo foram determinados por kit de teste de
Isotipagem de Murino (Tabela 1). As concentragoes de anticorpo foram de-
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terminadas por quantificagdo de IgG de Murino ELISA e todos os dezessete
clones produziram bons niveis de Ig nos sobrenadantes de cultura.
- TABELA 1

mAb Isétipo de IgG de Murino  Concentragéo de Ig (ug/ml)
2E8 IgG2b, k ' 14
4C7 | lgG2b, k 8
5D8 - 1gG2b, k - 28
5E11 IgG2b, k 55
6D5 1 IgG2b, k . 26
6E2 IgG2b, k , 18
6E6 lgG2b, k 14
7E1 1gG2b, k | 26
7F5 . 1gG2b, k 16
11E1 | IgG1, k | 20
16E11 IgG2b, k 5
17D11 | IgG1, k | 22
18C3 1gG1, k - 18
19E12 - IgG2a, k 10
 29D7 : IgG1, k 52

Caracterizacdo de anticorpos monoclonais
Os anticorpos monoclonais especificos de TrkB purificados fo-

ram caracterizados por suas atividades de ligagdo a hTrkB por ELISA. A
‘maioria dos anticorpos ligados a rhTrkB com "afinid-ades de Iigagéo elevédas
(EDso = 10" (M)), exceto para um clone 29D7, para o qual EDs; caiu de 10°
"(M)a 107 (M) depois da purificagdo (dados ndo mostrados). Dois clones

12F4 e 18C8 perdefam suas atividades de ligagdo depois da purificagao e | |

portanto foram excluidos da lista de prioridade (e assim ndo foram incluidos
na Tabela 1). Usando anéliées FACS, todos os quinze mAbs que figam TrkB
remanescentes também foram mostrados espcificamente ligar-se a hTrkB
expressado na superficie de células HEK293. Anticorpos também foram tes-
tados quando as suas atividades de ligagdo de espécie cruzada a rmTrkB
por ELISA. Embora a maioria dos anticorpos foram descobertos ligar rmTrkB
fracamente, clones 17D11, 18C3 e 29D7 foram descobertos ligar rmTrkB

~ com EDgo = 107%(M) (Tabela 2).
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Um ensaio de competicdo ELISA foi usado para detérminar se
os anticorpos bloqueiam a interagdo de rhTrkB e BDNF. O clone 29D7 nao
mostrou nenhuma atividade de bloqueio, enquanto os clones 17D11, 18C3 e
19E12 parcialmente bloquearam a interagéo de thTrkB-BDNF. Todos os ou-
tros clones bloquearam a interagéo de rhTrkB-BDNF coma ICso = 3-5 x 10"
(M) (Tabela 2).

- TABELA 2
Atividade de liga- - Atividade de blo-
cao queio
~ rhTrkB mTrkB  293-hTrkB hTrkB-BDNF
mAb  [EDso (nM)]' ~ [EDsp (nM)] [Valor médio]. ~  [ICso (nM)]
2E8 0020 W 251,88 0,30
4C7 0,017 W 24126 0,30
5D8 o019 wr . 24743 - . 030
5E11 0,016 Swr 26327 040
6D5 0,021 W 25874 0,58
6E2 0,016 w* 235,47 0,28
6E6 0,019 W 246,15 0,40
7E1 - 0,016 oW 237,89 027
7F5 0,016 w* 24003 = 0,30
11E1 0,020 NB** 117,83 0,30
16E11 0,020 - W . 22455 028
17D11 0,020 0,300 134,52  Bloqueio parcial
—18C3~ —-0;020~ -~ ~———-0;300° = - -~ 132,08~ Bloqueio parcial
19E12 0,031 W= 194,41 Bloqueio parcial
29D7 0,120 0,013 95,59 Nenhum bloqueio

W= Ligagao fraca
NB**: Nenhuma ligagcéao
O mapeamento dos epitopos de ligagdo de anticorpo relativos

em rhTrkB foi conduzido examinando-se a atividade de cada anticorpo indi-

vidual em bloquear a ligacdo de outros anticorpos a rhTrkB. Por exemplo, a

observagdo de que dois anticorpos bloquearam cada ligagao diferente com
rhTrkB sugere que estes anticorpos podem ligar-se ao mesmo epitopo ou
epitopos sobrepostos em rhTrkB (Tabela 3). Na Tabela 3, os anticorpos pré-
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ligados sa@o apresentados em cada linha enquanto os anticorpos de competi-
¢do (isto é, revestimento) s&o apresentados em cada coluna. Os resultados
mostraram que os clones 11E1, 19E12 e 29D7 podem reconhecer epitopos
Gnicos. Os clones 17D11 e 18C3 parecem competir pelo mesmo sitio de li-
gagao. Todos os clones remanescentes competiram entre si e podem com-

partilhar o mesmo epitopo de ligagao.
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Atividades de luciferase
Os anticorpos especificos de TrkB purificados foram examinados

usando um ensaio de luciferase para demonstrar atividades agonistas. To-
dos os anﬁcorpos causaram aumentos dependentes de dose no sinal com
ECs, na faixa de 107° (M) (Fig. 4). A janela de sinal méaximo foi ~ 7 vezes
mais basal para a maioria dos anticorpos, que foi comparével'é resposta in-
duzida por BDNF a 200 ng/ml (6,2 vezes mais basal).
Atividades funcionais de mAbs _ |

Para testar se os anticorpos que ligam TrkB tém atividades ago-

histas funcionais mediadas por ativacdo de receptor de TrkB endbégeno, efei-
tos de promogdo de neurito foram avaliados a seguir de tratamentos com
estes anticorpos. Com base na ligagdo especifica das espécies caracteristi-
ca dos anticorpos, .primeiro utilizaram-se células SY5Y de neuroblastoma
humano, que mostraram expressar TrkB na diferehciagéo neuronal. Coeren-
fe'com'rellat_os ahteriores, observou-se que a adicdo de BDNF promoveu o
crescimento de neurito como demonstrado por aumentos no comprime.nto de
neurito e no numero de pontos de ramificagé@o (Figs. 5A e 5_B‘). Considera—-
velmente, a maioria dos anticorpos também aumentem significantemente o
crescimento de neurito com eficicias comparaveis ou ainda superiores a
BDNF (Figs 5A e SB) Exemplos de imagens representativas de alguné gru-
pos de tratamento s&o mostrados na Fig. 5C.

Sete anticorpos de TrkB com atividades mais altas (6E2, 7F5
11E1, 16E11, 17D11, 19E12 e 29D7) foram selecionados quanto a’anallse

" de resposta de dose total. Eles induziram aumentos dependentes de dose

no crescimento de neurito com ECso de cerca de 107° (M) (Fig. 5D, dados
nao foram obtidos para 6E2). Estes anticorpos também foram testados quan-
to a sua capacidade para aumentar a sobrevivéncia de células SY5Y dife-
renciadas a seguir do dano de retirada de soro. Os resultados mostraram
que BDNF e varios anticorpos protegeram células SYS5Y diferenciadas, de-
monstrando aumentos dependentes de dose em viabilidade de célula (Fig.
6). | |

Dois anticorpos de TrkB, 17D11, 18C3 e 29D7, que mostraram
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ligar-se a rmTrkB, também foram testados em culturas de neurdnio de gra-
nulo cerebelar (CGN) de rato quanto a atividade contra o receptor de TrkB:
de rato enddgeno. Tanto no ensaio de crescimento de neurito quanto no en-
saio de neuroprotecao, apenas 29D7 mostrou atividades comparaveis aque-
las de BDNF, enquanto 17D11 e 18C3 foram ihativos (Fig. 7 é dados nao -
mostrados). Pode-se s»ugerir que 17D11 e 18C3 reconhecem um epitopo em

- TrkB de murino que contém aminoacidos diferentes em TrkB de rato.

Andlise de fosforilacdo de TrkB
Sete anticorpos de TrkB (6E2, 7F5, 11E1 16E11 17D11 19E12

e 29D7) selecionados com base em todas as atlwdades descntas acima fo-

ram avaliados na andlise de Western quanto a indugao de autofoéfdrilagéo
de TrkB. Todos os anticorpos levaram a fosforilagdo de TrkB robusta, e es-
tes efeitos foram antagonizados por tratamento com o ‘inibi'do'r de cinase
K252a, indicando que estes anticorpos que ligam TrkB causaram ativagao
de TrkB (Fig. 8). o | |
Dois anticorpos de TrkB, 17D11, 18C3 e 29D7, que mostraram

ligar-se a rmTrkB, também foram testados em culturas’ de neurdnio de gra-

nulo cerebelar (CGN) de rato quanto a atividade contra o receptor de TrkB

de rato enddgeno. Tanto no ensaio de crescimento de neurito quanto no en-

saio de neuroprotecédo, apenas 29D7 mostrou atividades comparaveis aque-
las de BDNF, enquanto 17D11 e 18C3 fcram inativos (Fig. 7 e dados ndo
mostrados). Pode-se sugerir que 17D11 e 18C3 reconhecem um epitopo em
TrkB de murino que contém aminoécidos diferentes em TrkB de rato.

Andlise de fosforilacdo de TrkB

Sete anticorpos de TrkB (6E2, 7F5, 11E1, 16E11 17D11 19E12
e 29D7) selecionados com base em todas as atividades descritas acima fo-
ram avaliados em andlise de Western quanto a indugao de autofosforilagao
de TrkB. Todos os anticorpos levaram a fosforilagdo de TrkB robusta, e es-
tes efeitos foram antagonizados por tratamento com o inibidor de cinase
K252a, indicando qué estes anticorpos que ligam TrkB causaram a ativagéo
de TrkB (Fig. 8).
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Depositos de ATCC
Os hibridomas que produziram os anticorpos de TrkB 17D11 e

29D7 foram depositados com a ATCC em 18 de Agosto de 2005 e foram
dadas designacdes de depésito de patente ATCC PTA-6948 e PTA-6949,

respectivamente.

- EXEMPLO 2

Este exemplo descreve outra caracterizagdo e teste in vitro de
uma pluralidade de anticorpos de TrkB. Em particular, este exemplo descre-
ve experimentos que foram realizados para avaliar a especificidade de TrkB
vs. TrkA e TrkC de alguns dos anticorpbs do Exemplo 1,

Materiais e Métodos |

Anélise FACS ‘
Células HEK-293 que expressam TrkA humano foram destaca-

das das placas com PBS contendo 5 mM de EDTA e transferidas em tubos
Falcon de 5 mi (Becton Dickinson, Cat. N2 352063) com 2 x 10° células por -
tubo. As células foram lavadas uma vez que com PBS centrifugando-se a
800 rpm a 4° C durante 3 min, e incubadas durante 30 min a 4° C com 100

ul de sobrenadante de cultura de hibridoma ou soro imune diluido em PBS

"com 1% de FBS. As células foram lavadas 3 vezes com 1 ml de PBS con-

tendo 1% de FBS e inc‘ubadas durante 30 min a 4° C no escuro com 1gG

- antimurino dé cabra rotulado com PE, fragmento F(ab')z (DAKO Corporation,

Cat. N® R0480) em PBS contendo-1% de FBS. As células foram lavadas trés

vezes novamente e recolocadas em suspensdo em 250 pl de PBS contendo '

1% de FBS. lodeto de propidio foi usado para a detecgéo de células mortas,
que foram excluidas da andlise. A fluorescéncia de 5000 células/tubo foi
contada por um citofluorémetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson).

Ensaio de luciferase
Linhagens estaveis de células HEK-293 que expressam TrkA

humano (ou TrkC humano) foram preparadas. As células transfectadas fo-
ram selecionadas na presenga de higromicina durante 2 semanas com dilui-
¢oes limitadas. A seguir da avaliag@o inicial, um unico clone de células foi

escolhido para o estudo. Para o ensaio de luciferase, as células foram pla-
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queadas a 1,5 x 10* células/cavidade em meio de crescimento de 100 pl em
placas de 96 cavidades. No dia seguinte, as células foram tratadas com 10
ul de 10x concentragdo final de NGF (ou NT-3) ou anticorpos de teste. Ativi-
dades de luciferase foram medidas 16 h depois dos tratamentos usando o kit
de ensaio Steady-Glo da Promega de acordo com o protocolo do fabricante.

Em poucas palavras, o meio foi substituido com 10 pl de PBS e 100 pl de

~ reagente Steady-Glo foram adicionados. Depois de vedar as placas com

TopSeal, as placas foram agitadas em Agitador de Placa Tituladora em velo- -
cidade ~ 5 durante 5 minutos e depois a Iummescenma fOI medida usando
um lnstrumento TopCount NXT v2.13 (Packard). '
Resultados ‘
Anallse FACS de antlcorpos monaoclonais

Os meios condicionados puros para cada um dos antucorpos '

monoclonais especificos de TrkB da Tabela 1 foram caracterlzados por suas.
atividades de ligacéo a TrkA humano por FACS. Todos os anticorpos testado
falharam para ligar-se a TrkA humano. Espcificamente, os anticorpos foram-

testados em concentragdes variando de cerca de 5 a cerca de 60 pug/mi (ver

concentragbes especificas para cada anticorpo ha Tab_ela 1, estas corres-
pondem a concentragdes na faixa de cerca de 30 a cerca de.500 nM) e cada
antiCorpo falhou para mostrar qualquer ligagao detectavel. Os dados de
FACS: sdo mostrados na Fig. 9A. - ”

~At|v1dades de luciferase - : R
Um subconjunto dos antlcorpos especificos de TrkB purificados

da Tabela 2 também foram examinados usando um ensaio de luciferase de
TrkA ou TrkC para avaliar as atividades agonlstas Nenhum dos anticorpos
testados ativou TrkA ou TrkC. Espcmcamente os anticorpos foram testados
em concentracdes de até cerca de 3 pg/mi (cerca de 20 nM) e em cada caso
os anticorpos falharam para causar aumento detectavel acima do basal (ver
Fig. 9B para TrkA e Fig. 10 para TrkC). Ao contrario, NGF induziu um au-
mento de ~ 6 vezes mais basal para TrkA a 300 ng/ml (Fig. 9A) e NT-3 indu-
ziu um aumento de sinal de ~ 6 vezes mais basal para TrkC a 300 ng/mi

(Fig. 10).
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EXEMPLO 3
Este exemplo descreve o teste in vivo de uma pluralidade de

anticorpos de TrkB em um modelo de roedor de hipoxia-isquemia (HI) neo-

natal.

. Materiais e Métodos

Animais e procedimentos cirurgicos
O modelo de roedor de hipoxia-isquemia (HI) neonatal foi fun-

damentado no pfocedimento de Levine que é apresentado na Fig. 11 (por

~ exemplo, ver Levine, Am. J. Pathol. 36:1-17, 1960; Rice et al._, Ann. Neurol.,
| 9:131-141, 1981 e Gidday et al., Neurosci. Lett. 168:221224, 1994 cada‘um

dos quais € incorporado aqui por Yreferéncia). Brevemente, filhotes em P7

foram anestesiados com 2,5% de halotano e a artéria carétida comum es-

~ querda foi permanenteménte ligada. Depois que as incisoes foram sutura-

das, filhotes foram devolvidos a gaiola para recuperagao e alimentagéo. Du-

‘as horas mais tarde, os filhotes foram colocados em fecipientes'individuais; :

através dos quais oxigénio a 8% umidificado foi fluido. Depois de 2,5 h de
um periodo hipéxico isquémico, os filhotes foram devolvidos a suas gaiolas.
Para o tratamento, os animais receberam uma inje¢@o intracerebroventricu-
lar de 5 'pl de 0,1 ou 0,3 nmol de BDNF, ‘anticorpo monoclonal anti-TrkB

29D7, controle IgG1 ou veiculo exatamente antes do prejuizo hipdxico.’

. -Avahacao da perda de tecido cerebral

— —Em-P14;-seg¢bes-do cérebro-foram- preparadas de -alguns dos
camundongos para determinar o dano causado pela lesao Hl. As secoes
coronais do estriado, cortex e hipocampol foram manchadas com violeta de
cresila e a perda de area percentual no hemisfério lesionado foi COmparada
com a é&rea intacta. A Fig. 23 compara as manchas que foram obtidas do
estriado e hipocampo para tratamentos diferentes. As Figs. 24A e 24B com-
param a perda de tecido cerebral total e perda de tecido sub- -regional, res-
pectivamente, para tratamentos diferentes. Os dados s@o mostrados como
média e erro padrdo da média (S.E.M.). BDNF e anticorpo monoclonal anti-
TrkB 29D7 mostrou protecdo dependente de dose significante do cérebro do
dano HI. A protecdo nao foi localizada a qualquer-sub-regigo especifica do
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cérebro mas a protecdo maxima foi geralmente observada no cortex.
Andlise bioquimica '
24 horas depois da lesdo Hl, se¢des do cérebro foram prepara-

das a partir de um subconjunto dos camundongos para a analise bioquimica.
Tecidos cerebrais hipocampais e corticais foram dissécados, lisados e sub-
metidos a varios ensaios bioquimicos. .
~ Um ensaio de clivagem de DEVD-AMC foi usado para‘det_ervmi-
nar atividades de caspase-3 (por exemplo, ver Nagase et al., Immunol Lett.
84:23, 2002 incorporado aqui por referéncia). Os resultados para as regioes
diferentes do cérebro sao mostrados na Fig. 25 para 'camundongbs que fo- |
ram fornecidos com 0,1 nmol de reagentes de teste diferentes '(média +
S.E.M.). BDNF e anticorpo monoclonal énti-TrkB 29D7 bloquearam a ativa-
¢do de caspase-3 causada por lesao HI. _ » | |
Amostras de proteina (30 pg/linha) de camundongos - tratados
com 0,3 nmol de reagentes dé teste diferentes foram separadas por SDS-
PAGE e submetidas ao imunoblotting com anticorpos contra certos substra-
tos de caspase-3 (PARP e a-espectrina). Anticorpos contra B-actina foram
usados como controles para verificar a carga igual de proteinas. Os resulta-
dos mostrados na Fig. 26 demonstram inibicdo da clivagem dos mesmos
substratos de caspase-3 por BDNF e anticorpo monoclonal anti-TrkB 29D7

(lados C = contra e | = ipsi de ligagdo da carétida).

—Experimentos de-sequimento

Os seguintes sdo experimentos de seguimento proféticos que
podem ser realizados nos camundongos do mesmo estudo. O desempenho

dos camundongos remanescentes em testes de aprendizagem e meméria

espaciais pode ser avaliado (por exemplo, sem limitacdo os testes descritos -
em Almli et al., Exp. Neurology 166:99-114, 2000 incorporado aqui por refe-

réncia). Por exemplo, os camundongos podem ser testados entre P20-P30.
Opcionalmenfe, o desempenho pode ser avaliado durante varios dias duran-
te este periodo ou mesmo em pontos no tempo mais tardios.

Protocolos de tratamento que produzem um efeito positivo (co-

mo medido por uma redugdo na perda de tecido cerebral, uma melhora na
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aprendizagem e memoria espaciais ou diferente) podem ser'repetidos em
uma faixa ainda maior de dosagens. Alternativa ou adicionalmente, protoco-
los de tratamento podem ser repetidos com modos diferentes de administra-
¢ao (por éxemplo, administracdo intraperitoneal, administragao intravenosa,
etc.); com pontos de partida diferentes (por exemplo, antes da ligagao, ime-

diatamente depois da hipoxia, com um retardo varidvel depois de hipoxia,

etc.); e/ou com duragdo ou frequiéncia diferentes (por exemplo, tratamento
diario durante 2 semanas pos leséo, etc.). | ’ '
EXEMPLO 4 o o }
Este exemplo descreve a preparagao e teste de anticorpos Fv de
cadeia unlca humanos (scFv) contra TrkB humano. Bibliotecas de exibicao
de fago de anticorpo humano (CS, BMV e DP-47; Cambndge Antibody Te-
chnology) contendo fragmentos Fv de cadeia unica foram seleglonados
quanto a ligagao de TrkB usando os métodos seguintes.

Materiais e Métodos

Selecéo de anticorpos por movimentaco

_ 10 pg de hTrkB- EDC Fc foram revestidos em placa Nunc Maxi-
sorp em 100 ml e deixados. durante a noite a 4° C. Uma biblioteca de fago foi
pre-bloqueada-(allquota de 50 fagos adicionada a 50 pl de 6% de leite des-
natado em 2 x PBS) e negativamente seleci‘onada contra PSGL-Fc (Wyeth,
Lot. N2 00H25M004) durante 1 h na temperatura ambienté para suprimir fago
reativo contra Fc. O fago excluido ~foi—transferido éplaca— revestida—-’com prote-
ina alvo (hTrkB-EDC-Fc) e incubado na temperatura ambiente durante 2 h.
Cavidades foram lavados 10 vézes com PBS/O,1% de Tween 20 e 5 vezes
com PBS. O fago ligado foi eluido com 50 ul/cavidade de TEA 100 mM re-
centemente fabricado (140 pl de TEA em 10 mi de 4gua ultra pura). O fago
eluido foi neutralizado usando 25 p1 de Tris-HCI 1 M estéril pH 7,5 . O fago
foi infectado em 10 ml de um semi-log (O.D a 600 nm = 0,5) de células TG1
de E. coli. As células transformadas foram difundidas em uma placa de Bio-

ensaio em agar 2xTYAG e incubadas durante a noite a 30° C.
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Selecdo de fase soluvel (Selecdo de biotina)

Anticorpos de fago foram selecionados usando hTrkB-EDC-Fc
biotinilado de acordo com o protocolo descrito acima com as excegoes se-
guintes. O fago pré-blogueado foi excluido primeird contra 100 nM de PSGL-
Fc biotinilado seguido por sele¢do positiva em 100 hM de hTrkB-EDC-Fc
biotinilado. Fago especifico de TrkB humano foi capturado usando pérolas

 de estreptavidina magnéticas pré-bloqueadas (Dynabeads M-280 streptavi-

din, Cat. Ne 112.06). As pérolas foram lavadas 10 vezes com PBS/0,1% de
Tween 20 e 3 vezes com PBS. O fago ligado foi eluido com 200 pi de TEA
100 mM recentemente fabricado (140 pl de TEA em 10 ml de agua ultra pu-
ra) e neutrahzado usando 100 pl de Tris-HCI 1 M estéril pH 7,5 ao fago elui-
do para neutralizar o TEA. O fago foi infectado em E. coli e propagado como .
descrito na etapa anterior. - ' N

Resgate de fago , , ,
 E. coli infectada com fago foram fragmentadas nas placas em

égaf de Bioensaio e misturada com 10 ml de 2xTYAG por placa de Bioen-
saio (2xTY com 100 pg/ml Amp e 2% de glicose). 20 ml de OXTYAG foram
inoculados com 100 ml de suspensao celular e cultivados a.37° C (300 rpm) |
a OD em 600 nm = 0,3 a 0,5. E. coli foram superinfectadas com 3,3 de fago
auxiliar MK1 3‘KO7 e incubadas a 37° C (150 rpm) durante' 1 h. As céluias

superinfectadas foram re-colocadas em suspensdo em 20 ml de meio

-2XxTYAK-(2xTY/100 pg/ml de Amp/50 pg/ml de Canamicina) e cultivadas du-

rante a n0|te a 25° C a 280 rpm. E. coli foram glradas a 3500 rpm durante 15

min e o sobrenadante contendo o fago foi usado para a rodada seguinte de

selecao.

Preparacio de anticorpo de fago para ELISA

Coldnias Unicas de E. coli infectadas foram escolhidas em cavi-
dades de microtitulo (Costat Cellwells) contendo 150 ml de meio 2xTYAG
media (2% de glicose) por cavidade. Os clones foram deixados crescer a 37°
C (100 a 120 rpm) durante 5 a 6 h (OD a 600 nm = 0,5). Estoque de fago
auxiliar M13K07 (10" pfu/ml) foi diluido 1:1000 com meio 2xTYAG e 20 pl

foram adicionado a cada cavidade. Os cavidades foram incubados a 37° C
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(100 rpm) durante 1 h. As placas foram centrifugadas a 3200 rpm durante 10
min, o sobrenadante foi removido e as células foram recolocadas em sus-
pensdo em 150 pl de meio 2xTYAK. Culturas foram cultivadas durante a noi-

te a 25° C (120 rpm). No dia seguinte, as placas foram centrifugadas a 3200

~ rpm durante 15 min e o sobrenadante foi transferido para uma placa nova

para o ensaio ELISA de fago.
ELISA de fago

_ Plaéas de ELISA foram revestidas com 50 pl por cavidade de 1
pg/ml de hTrkB-EDC-Fc (BSA como um controle) em PBS a 4° C durante a

noite. Cavidades foram enxaguados 3 vezes com PBS e bloqueados com

300 pl por cavidade de PBS/3% de leite desnatado na temperatura ambiente

durante 1 h. O fago foi bloqueado com volume igual de PBS/6% de leite
desnatado e incubado na temperatura ambiente durante 1 h. 50 pl de fago

bloqueado foram adicionados aos cavidades de ELISA e incubados na tem-

’peratufa ambiente durante 1 h. As placas foram lavadas 3 vezes com

PBS/0,1% de Tween seguido‘ por 3 vezes com PBS. 50 pl de anticorpo anti-

‘M13 de HRP-Camundongo em PBS/3% de leite desnatado (1:5000, Amer-

sham Pharmacia biotech, Cat. N¢ 27-942101) foram adicionados a cada ca-

vidade e‘ incubados na temperatura ambiente durante 1 h. As placas foram

lavadas como antes e 50 pl de substrato TMB foram adicionados a cada ca-
vidade e desenvolvidos durante 2 a 5 min. A reagéo foi parada adicionando-

se 50 ul de acido sulfdrico 0,5 M e a absorbancia foi lida a-450 nm.

Preparacdo de Fv de cadeia Unica para FACS

Coldnias unicas foram escolhidas e cultivadas em placas de mi-
crotitulacdo de cavidade profundo contendo 0,9 ml de meio 2xTYAG a 37° C' .
durante 5 a 6 h. A expressdo de scFv foi induzida adicionando-se IPTG a
uma concentrag¢ao final de 0,02 mM em meio 2xTY e crescimeAnto a30°C
durante a noite. E. coli foram colhidas depois do crescimento durante a noite
e osmoticamente chocadas com 150 pl de tampao de TES diluido 1:5 em
agua e incubadas em gelo durante 30 min. As células foram centrifugadas e
o sobrenadante transferido a uma placa nova para o ensaio FACS. 293 célu-

las estavelmente transfectadas com TrkB foram manchadas com scFv pre-
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parado como descrito. As células foram incubadas em gelo durante 30 min e
depois lavadas com tampao de PBS. Fv de cadeia unica foi detectado usan-
do uma solugdo contendo anticorpo anti-myc 9E10 diluido 1:1000 seguido
por adigdo de anticorpo de 1gG-Fc anticamundongo conjugado a PE diluido
1:500. As células manchadas foram analisadas em um Citémétro de Fluxo

da Bectin-Dickinson.

 Resultados

ELISA de fago
A Tabela 4 mostra os resultados de ensaios ELISA de f_ago das

selegbes de biblioteca de fago diferentes (selegbes de mpvimentagéo e so-
luveis). A Fig. 18 mostra os dados de ELISA de ligagao de__fago de um con-
junto representativo de clones positivos de TrkB (selegdo de mistura ‘dé bi-
blioteca de BMV). A maioria de clones selecionados de TrkB mostrou reativi-
dade forte é'especifica contra TrkB-EDC-Fc e nao para a proteina de cbhtro-

le PSGL-Fc.

TABELA 4
Antigeno (selec¢éo) Biblioteca = ELISA de fago Sequéncia
' (% de positivos) (% de diversidade)
TrkB-EDC-F cS | 78 >
HTRE-ETL T BMV 58 23
(movimentag¢ao) ,
DP-47 , 45 39
TrkB-EDC-Fc Bio cs -2 - 100
A TKDB:= - 10- L .
. . BMV < 6 50
tinilado (soluvel) -
DP-47 10 50

Depois de duas rodadas de sele¢ao dé movimentagéo, 78% de
clones aleatoriamente escolhidos da biblioteca de CS foram positivos para a
ligacédo de TrkB-EDC-Fc, mas nao para a ligagdo de PSGL-Fc. Do mesmo
modo, 3% de clones foram positivos depois de duas rodadas das sele¢oes
soltiveis. Os numeros para as bibliotecas BMV e DP-47 foram 58% e 45% de
clones positivos de selegao de movimeniag_éo e 6% e 10% de seleg:éo solu-
vel. Usando sequienciamento de DNA, confirmou-se que 53% dos clones de
movimentagdo CS foram Unicos ao passo que 100% dos clones de sele¢ao
soluvel CS foram unicos. Os numeros para as bibliotecas BMV e DP-47 fo-
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ram 23% e 39% unicos de selegdes de movimentagdo e 50% e 50% unicos
de selegdes soluveis. |
Analise FACS

| A Fig. 19 mostra a especificidade de ligagéo de anticorpos de
scFv selecionados de TrkB testados usando o ensaio FACS. Os dados mos-

“tram que os anticorpos de scFv selecionados de TrkB reagem com TrkB as-

sociado a membrana em uma maneira especifica (histogramas azuis cheios)
sem nenhuma reatividade cruzada para controlar células (histogramas ver-
des abertos). '

EXEMPLO 5
Este exemplo compara as atividades de Ilgagao do anticorpo de

TrkB 29D7 e um fragmento Fab 29D7 contra TrkB humano e de camundon- '
go. TrkB de Camundongo (rhTrkB-EDC-FC) e humano (rmTrkB-EDC) foram
revestldos em placas de ELISA como descrito acima no Exemplo 1.

~ As Figuras 20A e 20B mostram os resultados de ligagdo de ELI-
SA para TrkB humano e de camundongo respectlvamente Tanto o -anticor-
po de IgG 29D7 quanto seu fragmento Fab tém atividades de.ligagdo depen-
dente de dose para TrkB humano e de camundongo. Entretanto, o valor de
EDso do Fab foi cerca de 100 vezes mais balxo do que aquele de 27D7 in-
tacto. Nenhum IgG1 de controle de isétipo nem seu fragmento Fab Ilgaram-

se a TrkB. A o N

EXEMPLO6 - - e

' Este exemplo compara as atividades agonisticas do anticorpo de -

TrkB 29D7 e do fragmento Fab do Exemplo 5 contra TrkB humano. Ativida- -
des agonisticas foram examinadas usando um ensaio de luciferase e células
HEK-293 que expressam rhTrkB de superficie como descrito no Exemplo 1.

As células HEK-293 foram tratadas com IgG de 29D7 ou Fab de
29D7 em concentragdes indicadas e atividades de luciferase de acimulo
foram medidas 16 horas pés-tratamento. Como mostrado na Fig. 21, tanto
IgG total quanto Fab de 29D7 induziram atividades de luciferase dependen-
tes de dose, indicando a ativacdo de TrkB. Entretanto, o valor de ECsg de

Fab de 29D7 foi cerca de 27 vezes mais alto do que aquele de 1gG de 27D7
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(0,083 nM e 2,28 nM para IgG de 27D7 e Fab de 29D7, respectivamente).
Nenhum IgG1 de controle de isétipo nem seu fragmento Fab tiveram efeitos
na ativagdo de TrkB.

EXEMPLO 7 |
Este exemplo descreve a analise de mapeamento de epitopo de

certos anticorpos inventivos de TrkB monoclonais. O mapeamento foi reali-

~ zado contra peptideos lineares, de alga Unica e de alga dupla que foram de-

duzidos de sequéncias dentro do dominio extracelular de TrkB humano.
Como mostrado na Fig. 22, o antic_orpo.monoclonal 17D11 reco-
nhece a al¢a-3 do segmento de IgG-2v de TrkB humano (KNEYGKD, SEQ ID |
NO: 7, aminoacidos 364 a 370'da'SEQ ID NO: 1); e-alga-1 do ségménto de
IgG-2 de TrkB humano (KGNPKP, SEQ ID NO: 8, aminoacidos 308 a 313 da .

SEQ ID NO: 1). A seqﬁéncia' de camundongo para o primeiro epitopo o

(KNEYGKD, SEQ ID NO: 7, aminoacidos 364 a 370 da SEQ ID NO: 2) ¢ i-

déntica a sequéncia humana. A seqliéncia de camundongo para o Ultimo
epitopo (RGNPKP, SEQ ID NO: 9, aminoacidos 308 a 313 da SEQ ID NO: 2)
difere em um aminoécido. o |

Como mostrado na Fig. 22, os antiborpos monoclonais 29D7,
7F5, 11E1 e 19E12 todos reconhecem a alca-3 do segmento de IgG-1 de
TrkB humano (ENLVGED, SEQ ID:NO: 10, aminoacidos 269 a 275 da SEQ
ID NO: 1); e também podem reconhecer a alga-1 do-segmento de IgG—1 dve
TrkB humano (AGDPVP, SEQ ID NO: 11, aminoacidos 221 a 226 da SEQ ID
NO: 1). A seqﬁénéia de camundongo para o primeiro epitopo (ENLVGED,
SEQ ID NO: 10, amihoécidos 269 a 275 da SEQ ID NO: 2) é idéntica a se-
qliéncia humana. A sequéncia de camundongo para o ultimo epitopo (GGD-
PLP, SEQ ID NO: 12, arhinoécidbs 221 a-226 da SEQ ID NO: 2) difere em

dois aminoacidos.

EXEMPLO 8

Este exemplo descreve experimentos de ativacéo de TrkB in vi-
vo que foram realizados com o anticorpo anti-TrkB 29D7. Brevemente, filho-
tes em P7 receberam uma injecdo intracerebroventricular de 5 pl de 0,3
nmol de anticorpo monoclonal anti-TrkB 29D7 ou veiculo. Tecidos cerebrais
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depois foram dissecados 1, 2, 6, 12 e 24 horas depois da injegdo. Tecidos
foram lisados e quantidades iguais de amostras de proteina (30 pg/linha)
foram separadas por SDS-PAGE e submetidas ao imunoblotting com anti-
corpos especificos para proteinas que sao fosforiladas como um resultado
da ativacdo de TrkB (fosfo-ERK1/2 e fosfo-AKT). Anticorpos contra B-actina

foram usados como controles para verificar a carga igual de proteinas. Os

resultados da Fig. 27 mostram que o anticorpo monocional anti-TrkB 29D7
induziu a fosforilagdo dependente do tempo de ERK1/2 e AKT (dados de
amostras hipocampais e corticais sdo mostrados e sdo representativos dos
resultados obtidos de quatro amostras diferentes)..

A Fig. 28 é uma quantificagdo densitométrica da fosforilagdo de
ERK mostrada na Fig. 27. A'Fig. 29 é uma quantificagdo densitométrica da

~ fosforilacdo de AKT mostrada na Fig. 27. A Fig. 30 mostra tecidos cerebrais

tratados com veiculo e 29D7 que foram fixados e imunoflourescentemente

rotulados com um anticorpo para o marcador especifico de neurdnio NeuN

- r(esquerdo) e um anticorpo anti-fosfo-ERK1/2 (central). As figuras do lado

20

25

30

direito mostram estes dois unidos. A fosfonlagao de ERK1/2 é sugnlflcante-
mente ma|s forte nas amostras tratadas com 29D7. A Fig. 31 mostra o curso -

de tempo de ativagao de ERK1/2 nos temdos corticais e hipocampais a se-
gwr da injegao intracerebroventricular de anticorpo monoclonal antu-TrkB
29D7.
EXEMPLO 9 |
 Este exemplo descreve um ensaio de inibicdo de neurito induzi-
do por MAG/mielina- que foi realizado com o anticorpo anti-TrkB 29D7. Bre-
vemente, aliquotas de 50 pl de MAG(1-5) de rato recombinante ou mielina
de rato purificada foram adicionadas a placas de cultura de tecido de fundo
plano de 96 cavidades e secas ao ar durante a noite na temperatura ambien-
te. As quantidades totais de MAG(1-5) ou mielina foram de 0,25 a 0,5 g por
cavid»ade, a menos que indicado de outro modo. No dia seguinte, as placas
revestidas com MAG ou mielina foram tratadas com 50 pl de poli-D-lisina (17
pg/ml) durante 1,5 hora, seguido por incubagao com um meio contendo 10%
de FBS durahte 1 hora a 37° C. Depois da aspiragdao do meio, células CGN



10

15

20

25

30

55

de rato foram plaqueadas em uma densidade de 8.000 células/cavidade em
meio de crescimento Neurobasal suplementado com B27 contendo 200 mM-
de L-Glutamina, 2 M de KCI, e 100 U/ml de penicilina e estreptomicina.
Quando indicado, reagentes de tratamento foram adicionados no tempo do
plaqueamento celular. Neurdnios foram cultivados em uma incubadora ag3r7°
C equilibrada com 5% de CO.. Aproximadamente 20 horas pés plaqueamen-

~ to, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido e prosseguiram o

blotting com Tuj1. As células foram permeabilizadas com 0,2% de Triton
X/PBS (TPBS) durante 5 minutos na temperatura ambiente seguido por in-
cubagdo com 1,5% de soro de cabra normal em TPBS (S-TPBS) durante 30.
minutos para bloquear a ligagao néo especifica. Uma aliquota de anti- anti-
corpo monoclbnal b-Tubulina Classe Ili Neuronal (Tuj1, 1:1000;‘ Covance #
MMS-435P) foi adicionada as células. Depois de 1 horas de incubagao na |
temperatura ambiente, anticorpos nédo ligados foram iavadoé com PBS trés
vezes e uma aliquota de anticokpo anticabra de I‘gG de camundongo Alexa
Fl'uor 488 (1:500, Molecular Prdbe # A-1 1001).fo'i adicionada para visualizar
os sinais. Hoechst 33342 (Molecular Probe # H-3570, 2 pg/ml) foi incluido
para rotular o nucleo. Depois da lavagem, as pIaCas foram selada_s e anali-
sadas quanto ao crescimento de neurito usando uma varredura de arranjo
Cellomics. Tipicamente em torno de 300 células'de_g campos foram analisa-
das por cavidade € cada tratamento foi conduzido ém grupos de quatro.-

p— .. MAG-e mielina inibem o crescimento de neurito de neurbnios de

“granulo cerebelar primarios em culturas. Concentragbes crescentes de

MAG(1-5) de rato recombinante ou mielina de rato purificada foram revesti-
das em placas de cultura de tecido de 96 cavidades e a extensao de neurito

de neurdnios primarios foi medida a 20 horas como descrito acima. Como

mostrado na Figura 32, (A) MAG e (B) mielina resultaram na inibicao depen-

dente de dose de crescimento de neurito.

Neurdnios CGN depois foram plaqueados em placas revestidas
com MAG ou mielina com controle ou com uma faixa de concentragbes do
anticorpo de TrkB 29D7. A extensao de neurito foi medida 20 horas pds tra-
tamento. Como mostrado na Figura 33, 29D7 levou a reversao de inibi§éo de
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neurito mediada por (A) MAG e (B) mielina.

OUTRAS MODALIDADES
Outras modalidades da invengdo estarao evidentes aqueles ha-

bilitados na técnica a partir de uma considerag@o do relatério descritivo ou
pratica da invengao divulgados aqui. E intencionado que o relatério descritivo’
e exemplos sejam considerados como exemplares apenas, com O €sCOpo
verdadeiro da invencao sendo indicado pelas reivindica¢des seguintes.
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Met
val
735

Gln

GlIn

Phe

Gly

560

Ala

Thr

Glu
Leu
Glu
640
Ala
val
Leu
ASp
Pro
720
Trp

Pro

Gly



arg val Leu Gln Arg Pro 9

770

785

Sser Ile His Thr Leu Leu Gln Asn Leu Ala
805 ' 1

Leu Asp Ile Leu Gly
820

<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>

3

821
PRT
Artificial

<223> TrkB de rato - (Rattus norvegicus)

<400>
1
Gly Leu
Pro Met
Ser Pro
SO

Pro Glu
65

Ile Ile
Thr Ile

Lys Asn

Ser Leu
130

3

Cys

Ser

Gly

Asn

AsSn

val

G1y'

Ser

Leu
20

cys

Ile

Ile

Glu

Arg

Leu

Lys

val

Thr

ASp
85

“ser

Leu

Arg

val
Cys
Ala

Glu
70

ASp

Gly

Arg

His

Leu
ser
Phe
5%

Ile
val
Leu
His

Phe
135

Met Ser Pro Trp Pro Arg Trp His
S

Gly

Thr
40
Pro

Leu

Glu

Lys

Ile

64

Gly
Phe
25

Thr
Arg
Ile
Ala
Phe
105

Asn

120

Arg

His

rg Thr Cys Pro
75

Met Leu Gly Cys Trp gWS Arg Glu Pro His
' 9

810

Pro

10

Trp

Arg

Leu

Ala
Tyr
90

val

Phe

Leu

Gln
Thr

795

Lys

Ala
Arg
Ile
Glu
Asn
75

val
Ala

Thr

AsSp

Glu val . Tyr Glu
780

Arg Lys Asn Ile

ala ser Pro val

Met Ala

Ala ser

Trp Cys

45

Pro Asn
60

GIn Lys

Gly Leu

TYr Lys

Arg Asn
125

Leu ser
140

Arg

Leu

30

Thr
Ser
Arg
Lys
Ala
110

Lys

AsSp

815

Leu
15
Ala

Glu

Ile

Leu

Asn
95
Phe

Leu

Leu

Leu

Trp

Cys

Pro

Asp

Glu -

80 .

Leu

Leu

Thr

Ile



Leu

145

Thr

Leu

Asn

Glu

Leu

- 225

JASh

- Ser

Gly

Ile

pPhe

305

Gly

Thr

His

Lys

AsSp

Thr
Leu
Asn
Ccys
Glu
210
Pro
Glu
ASD
clu
Thr
290
Thr
Ala
ASn

Met

Gly

Gln

Glu

Thr

ASp
Asp
275
Phe
val

Ile

His

Glu

Asn

Glu

Ser

180

Leu

Lys

Leu

ser

Ser
260

G1 n._

Leu
Arg
Leu
Thr
340
Asn

Arg

Thr

Pro

Thr

165

Ser

Pro

sSer

Tyr

Phe
150

Lys

Lys

Ser
val

Trp

230

His
245
Gly
Asp
Glu
Gly
Asn
325

Glu

Gly

Gln

Asn

Thr
LysS
Ser
Ser
ASn
310
Glu
Tyr

Asp

Ile

Pro
390

Thr
ser
Asn
Ala
Thr
215
ASp
Gln
61 n
val

Pro

cys
Ser
Thr
Arg
200

Ile

val

Gly
Ile
AsSn
280

Thr

295 .

Pro

Ser

His

Tyr

Ser
375

Asn.

Lys
Lys
Gly
Thr
360

Ala

Tyr

65

Ser
Pro
Pro
185
Leu
ser
Gly

sSer

Ser

Cys

ASp

Leu

Ala

cys

AsSn

Leu

250

Cys

265

Leu
Ser
Pro

TYr

His

Pro

Thr

Asp

Ala

Ile

330

Leu

Met

Phe

Glu

ASp
Thr
Ala
AY'I a
ser
Leu
235
Arg
val
ya]

His

Ile

Gln

Ash-

Pro
val
220

val

Ile

A>'| a.

His

His

- 300

Leu

315

Cys

Gin

Ala
Met

val
395

Gly

GIn

Thr

Leu

Lys

Leu

Met
Asp
Leu
Asn
205

Gly

Se_l".

_Thr

Glu
Phe
285
Trp
TI'P

Lys

ASp

Asn.

365

Arg

TYr

Trp

Leu

Leu

TYr

175

Glin

190

Leu

Gly

Lys

Asn

Asn

270

Ala
Cys
Phe
Ile
Asn
350
Glu

Pro

Glu

Ile

Th r

Asp

His

Pro

val

Pro

Met

- 240

L.eu
Pro
Ile

Tyr

His

Pro

Tyr.

G'!by

Asp

Ser

val
Thr
Pro
Asn
320
val
Thr

Gly

val



Thr

Pro

Tyr

Met

Gly

His

Pro

Pro

val

Glu
545

. Pro

Ser

Asn

Gly

Asn

625

Gly

Thr
ser
Ala
Leu
450
Pro

His

AsSp-

GIn

Gly
Glu
ASP
Leu
G

Lys

AsSn

Pro

Thr

val

435 .

Leu
Ala
Ile
Ala

Tyr

515

His
Ala
GIn
Asn
Gin

595

Pro

Phe

Pro

Thr

Leu
Ser
Ser

val

500

Phe
Ile
Phe
Asp
A1a
580
His
Leu

Leu

pro

Asp

val

| val

Leu
val
Asn
485
Tle
Gly

Lys

Gly

565

Arg
Glu
Ile
Arg

Thr
645

Ile
Ala
Ile
Lys
Ile
470
Gly
;1e
Ile

Arg

Lys
His
Met
Ala

630

Glu

Gly

ASp

Ala

Leu

455

Ser

ser

Gly

Thr
His
val
Leu
ASp
I]g
val
615
His

Leu

66

Asp Thr

Gln Thr
425

ser val
440

Ala Arg

Asn ASp

Asn Thr

Met Thr

Thr

410

Ash

val

His

Asp

Pro

490 .

Lys-

505 .

Asn Ser
520 .

Asn Ile

‘Phe Leu

val Ala

Phe His

585

val Lys
600
?he Glu

G1y Pro

Thr GIn

G1n

val

Ala

val
570

Arg

Phe

TYyr

Asp

ser
650

Asn

Arg

Gly

ser

Asp

Ser

Ile

Leu

Leu

Lys

Glu

Tyr

Met

Ala

635

GIn

Lys
Glu
Phe
Lys
Ser
ser
Pro
Lys

Lys

540

Cys

Thr

Ala

Gly

Lys

val

Met

ser

His

cys

435

Phe

Ala

Ser

val

Pro

Asn
Leu
430
Leu
Gly
ser

Glu

Ile

510

ASP

525

Arg
Tyr
Leu
Glu
val
605
His
Leu

Leu

Glu

Asn

Lys

Leu

1590

cys

Gly

Met

His

Glu

415

Ser

Leu

Met

Pro

Ile

val

val

Lys

Leu

480

Gly

Glu

Thr

Leu

Leu

ASp

Leu
val
ASp
Ala

Ile

Gly
Asn

Phe

Gly

560

Ala

Thr'

Glu
Leu
Glu
640

Ala



Gln

His

val

Tyr

Pro

ser
Trp
- Arg
Met

785

Asn

GlIn

Arg

Leu

Tyr -

val
770

Leu

Ile

Ile

Asp

Ile

Arg

Ser.

Gly

Leu
Gly

His

Leu Asp Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

4
8

18

PRT. L.
Artificial

4

Ala

660

Leu
Gly
val
Ile
val
740
Leu
Gln
cys

Thr

Leu
820

Ala

Ala

Asp

Gly

Met

725

val

Ser

Arg

Trp

Leu
805

Gly

Gly

Thr

Phe

Leu

Asn

Pro

Leu

Met

Arg

Arg

Trp

Asn

Arg

Arg

GIn

val
AsSn

680

Met

Lys
Glu
Glu
760
Thr
Glu

Asn

TrkB de galinha - (Gallus galius)

67

Tyr

Cys

Ser

mMet

cys

Pro

Leu

Leu
Leu
Arg
Leu
Thr

730

Phe

Pro
His

Ala
810

Ala

val

ASp

Pro

715

Thr

Thr

Glu

GIn

Thr
795

Lys

Ser

Gly

val

700

Ile

Glu

Tyr

Cys.

Glu

780

Arg

Ala

Glin

Glu
685

TY I‘.

Arg T

Ser

Gly L

Ile
765

val

Lys

ser

His
670

AsSn

Ser

Tyr
ASH

Pro

phe

Leu

“Thr

Met

val

735

G1n
- GIn,

Glu

Ile

val

815

val
Leu
Asp
Pro
720
Trp

Pro

Gly

Leu_

Lys

Tyr

Met val Ser Trp Arg Arg Arg Pro Gly ;80 Gly Leu Ala Arg tgu Trp
1 v 5

Gly Leu Cys Cys Leu val Leu Gly ggs Trp Arg Gly Ala %Su Gly Cys
20



Pro
val
Asp
65

Iile
val

AsSn

-Leu

val

145

Phe
Asp
Cys
Glu
Pro
225
ASp

vet

Glu

Ala

Pro

50

Asn

Ash

val

Ile

Ser

130

AsSp

GIn

ASp

Asp

Gly

Asn

Thr

Asp

val

Gly
val
AsSp
ASp
ASn
115
Lys

Asn

Glu

Asn:

Leu
195

Lys

val

ser

ser

6in

Cys
11 e
Thr
ASN
Ser
100
Leu
LyS
Pro
Thr
Asn
180
Pro
Ser

Ser

Lys

Arg
Thr
Glu
Glu
85

GIn
Pro
Phe
Lys
165
Lys
ser
Ile
Trp
AsSh
245

Leu

ser

Cys
Ser
Ile
70

val
Leu
Tyr
Phe

Lys

Pbe

Arg

Ala

Thr

val

230

Pro

Trp

Ala

sSer

Phe

55

Tyr

Gly

Arg

1le

cys

Tyr

Ile
Asn
Leu
215
Leu
Ala

Ile

Glu

Ser
40

Pro
Ile
Phe

Phe

Asn

120

His
Ser
Thr
A'|§
Leu
200
Tyr
Thr
ser

Ser

Leu
280

68

Trp

val

Ala

Tyr

Arg
Pro
Asn

val

90

val

105

Leu

Leu

Cys

Glu

Leu

185

Ser

Cys

Asn

Leu

265

Thr

Ser
ser
Gly
Glu
Ala

170

Met

AsSn

Asp
Leu
Thr
250
val

val

Ile

Gln

Gln

75

Gly

Arg

Arg.

Leu
Ile
155
G'Iln
ASp
TYyr
Thr

val

235

Ile

Ala

Phe

Trp

Arg

60

Arg

Leu

Gln

ASnh

Ser

140

Met

AsSp

Met
Asn
Thr
220
ser
Lys
é'lu

Phe

cys

ser

Lys

Lys

Ala

Lys

125

Asp

Trp

Ile

Lys

Ile

205

Gly

Asn

Asn

Asn

Ala
285

Ser
Thr
Leu
Asn
Phe
110
Leu
Leu
Ile
TYyr
val
190
Thr
Gly
His
val
Ile

270

Pro

Glu

Glu

Glu

Leu
9%

Ser
Ile
Lys
Cys
175
Pro
val
Pro
Glu
Ser
255

val

Asn

Pro
Asp
Ser
80
Thr.
Lys
Ser

Leu

Lys

val
Asn
val
Pro
Ser
240
ser

Gly

Ile



Thr
Thr
305
. Ala
Asn
Leu
ASp
ser
385
AsSnh
ASp
val
Ile
' Ser
465
ser
val

Phe

Ile

Phe -

290

val

Ile

Glin

Asn

Glu

Gly

Asp

val

Gly

Leu

450

val
Asn
Ile
é'l y

Lys

Ile
Lys
Leu
ser
Asn
355
Lys
Pro
Leu
ser
Ile
435
Lys
Ile
Gly
Ile
I1e.

515

Arg

Glu
Gly
ASn
Glu
340
Gly
Arg
Ile
Gly
ASn
420
Ala
Phe

Ser

ser

His

Ser

Asn

Glu
325

Tyr.

Ala
val

val

Lys
Ala
Gly
Asn
Asn
485
Met

Asnh

Asn

Pro

Pro

310

ser

His

Tyr

Asp

Glu

Leu

Arg

ASp

Thr

Thr

ser

Ile

Thr
2095
Lys

Glu

Gly

Thr

Ala

Pro
Thr
AsSn
val
His
4

ASp

Pro

Lys

Gln

val

Pro
Pro
Tyr
Cys
Leu
360
His
Asp
Asn

Glu

Cys

ser

ASp
ser
Ile
Leu

520

Leu

69

ASp

Thr

Ile
Leu
3458
Leu
Phe

val

Asn

Lys

ser

sSer

Pro
505

Lys

Lys.

His

Leu

330

GIn

Ala

Met

Tyr

Ser

410

Ser

Gly

Phe

Ala

Ser

490

val

Pro

Arg

His

Gln
315

Thr

Leu
Lys
ser
Glu
395

Asn

11 e’

Leu

Gly

Lys

ASp

AsSn

val

380

TYyr

Gln

Thr

val.

met

. 460

ser

Pro

475

Glu

Ile

ASp

Glu

Gly

Glu

Thr

Leu

Cys

Phe

Ile

Asn

Glu

Ile

TYyr

His

Pro

Glu

val

335

Tyr

365 -

Pro

Glu

I1ev

val
Ile
445
Lys
Leu
Gly
Ash
Phe
525

Gly

Gly
“Thr

Th r‘

Tyr
M.et
G]_y
His
Pro
Pro
510

val

Glu

Thr

Gly

AsSp

“Thr: |
. 400

Ser

415

val
Leu
Pro

His

Gin

Gly

His
Glu
8
Pro
Pro:
val
Ile-
ser
Ile
480
A'la
Tyr
His

Ala



‘Phe
545
Asp
Ala
His
Leu
Leu
625
Pro
“Ala
Leu
G'ly

val

705

Ile

val

Leu

Gln

530

Gly
Lys
Arg
Glu

Ile
610

Arg

Ala

Ala

Ala

Met

val

ser

Arg

770

Lys

‘I’le

LyS.

His

595

Met
Ala
Glu
Gly

Thr
675

'Phe

y Gly

Tyr

Leu

AsSn

755

Pro

val

Leu

val
His
Leu
Met
660
Arg
Gly
His
Arg
Trp

Asn

Arg

Phe
val
565
Phe

val

Phe

Gly

Thr

645

val

Asn

Met

Thr

725

Glu

Glu

Thr

Leu
550
Ala
His
Lys
Glu

Pro
630

Gln.

TYyr
cys
Ser

Met
710

. phe

Ile

val

cys

535

Ala

val

Arg

Phe

TYyr

ASp:

ser
Leu
Leu
Ar

69

Leu
Thr
phe
Ile

Pro
775

Glu

Lys

Glu

Tyr

Met

Ala

Glin

Ala

val

680

ASp

Pro.

Thr

Thr

Glu

760

Lys

70

cys
Thr
Ala
585
Gly
Lys
val
Met
Ser
665
Gly
val
Ile
Glu
Tyr
745

Cys

Glu

Tyr

Leu
570

Glu

val

His
Leu
Leu
650
Gln
Glu
Tyr
Arg
ser

730

Gly

Ile

val

Asn
555

Lys

Gly

Met

635

His

His

ASD

ser

Trp

ASp

Lys

Thr

Tyr

540

Leu

Asp

Leu

val

AsSp

Ala

Ile

Phe

Leu

Thr
700

Met

val

Glin

GIn

780

Cys

Glu
Ala
val
Leu
685
Asp
Pro
Trp
Pro
Gly

Leu

Pro
Ser
Asn
590

Gly

Asn

Gly

Gln

His

670

val

Tyr

Pro

ser

Trp

Arg

Met

ASp

Lys

Asn

Gln
655
Arg
Lys
TYr
Glu
Leu
735
Tyr

val

Leu

Gln

560

Asn

Gln

Pro

Phe

Asp
Ile
Arg
ser
720 -
Gly
Gln

Leu

G]y



785

71

Cys Trp Gln Arg Glu Pro His Met Arg Leu Asn Ile Lys Glu Ile His
790 795 800

Ser Leu Leu GIn Asn Leu Ala Lys Ala Ser Pro Val Tyr Leu Asp Ile
810 815

Leu Gly

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223> TrkA humano - (homo sapiens)

<400>

1
Ala
A1é
Arg
Ala
65
His
Thr
Phe
Ser
Leu
145

Arg

Gly
Ala
Cys
50

Glu
Leu
Ile
Thr
Leu
130
Ser

Trp

5
796

" PRT

805

Aartificial

5

Pro

ASN .

Glu
val
Pro
115
Ser

Gly

Glu

' Met Leu Arg Gly.

Gly
20

cys
Arg
Leu
Leu
Lys
100
Arg
Trp
Asn

Glu

§1y Arg Arg Gly

Ser

Pro

AsSp

Thr

Arg.
85

Ser

Leu

Lys

Pro

Glu

Leu

ASp.

Gly
Glu
70

Asp

Gly

ser

Thr

Leu
150

Gly

Leu

Ala

Ala

55

Leu

Leu

Leu

Arg

val

135

His

Leu

Ala

TYyr
Arg
Afg

Leu
120

GIn

Cys

Gly

Glin
Trp
25

Cys
ASp
Ite
Gly
Phe
105
Asn
Gly

ser

Gly

Leu

10

Leu

Pro

Ser

Glu

Leu

90

val

Leu

‘Leu

cys

val

Gly

'I1e

His
Leu

Asn

Gly

Ala
Ser
ser

Al
15

v

Pro

Trp

Leu

Gly

His
60

Gln

Glu

Pro

'Phe

Leu
140

Leu

Glu

His

Ala

Ser.

Ser

%30

ser
45

His

GIn
Leu
Asp
Asn
125
Glin

Arg

Gln

ser

Leu

His

Arg

Ala

Trp
15
Ala
Gly
Pro

Leu

Asn

Ala
Gly
Leu
i
G1n.

80

Leu

95

Phe

110

Ala

Glu

Trp

Lys

Leu

Leu

Leu

Leu

His

Glu

val

GIn

160

GIn



Cys

val

ASp £

Ala

His

Pro

Gly

225 -

Ser

Asp

~Arg

Gin
val
305
val
Ala
His
Gin
Phe
385

AsSn

Gly
Leu
Ala
Leu
290
AsAp
Leu
Asn
val
Ala
370

Asn

Ser

Gly

Thr
195

- val

Trp ‘

Gly

Ash

Glu

275
His

Gly

Asn

Glu

Asn

355

Ser

Pro.

Thr

Gln
180

Leu

Leu

i~
—
m

teu
Ar

260
val
Thr

Glin

Glu

Thr
340
Asn
Al a

Glu

ser

165

Gly
Lys
Leu
Leu

Pro
245

g Lys

Ser
Ala

Pro

Pro

val

Arg

Thr

230

Ser

Asn

val

val

Leu

GlIn

cys

215

Glu

Leu

val

G1in

Glu

295

Ala

Pro

- 310

Thr
325
val
Gly

Ser

Asp

ser
Arg
Asn
Ile
Pro

390

ASp

Phe

His

Tyr

Met

375

Ile

Pro

Ala

val

200

Gln

Lve u

Gly

Thr

val

72

Ris’

185

Pro

val

Glu

Leu

cys

265

Asn

280

Met
ser
Ile
Gly
Thr
360
Ala

Pro

val

His

Leu

Phe

Cys

345

Leu

Ala

val

Glu

170

Met

AsSn

Glu

GIn

Pro

Ala

Gly

ser

. 235

Thr

250

Trp

val
His
Arg
Thr
330
Leu
Leu
Phe

ser

Lys
410

Leu
Ala
Ser
Tre
Trp
Glu
Arg
Ala
Met
Phe

395

Lys

‘Asn

Ser

A'|. a

Glu

Phe

cys

Ala

val

205

Gly
Thr
Asrj
Asn

Pro
285

ile

300

Leu

Phe

Leu

Ala

Asp

380

Ser

Asp

phe
Leu
Asn
Asn
365
Asn

Pro

Glu

ser
190
ASp
Leu
Va_'l
val

270

Ala

Pro

Asn

Glu

Pro

val

Thr

175

Cys

val

Met

Thr
255

val

Ser

phe

Gly

Pro

335

Pro

phe

Phe

Asp

Pro
415

Gly
Gly

GIn
Lys
240
Ser.
Gly

val

ser

‘ser

320

Ala
Thr
Gly
G'Ig
Thr

400

Phe



Gly

ser

Gly

ser

465

Gly

Phe

LysS

cys

val

Thr

Ile

450

Leu

Lys

Ser

Trp

His

. 530

Ala
545
Ala
Gly
Arg
LYys
Gly

Leu

Leu

Leu
Glu
val
His
Leu
610
Gln

Ala

val

Ser

Leu

435

Asn

His

Gly

ASp

Glu

515

Asn
Lys
Leu
cys
61 y
Leu
Leu
Gly

Gly

val
420 -

Leu

Arg

Phe

Ser

Ala
500

‘Leu

Leu

Glu

Leu

Thr

580

AsSp

Ala

Leu

Leu

Gl nb

Ala

Leu

Pro

Met

Cys
Gly
Leu
Ala
Thr
565
Glu
Leu
Gly
Ala
His
645

Gly

660

val
val
Ala
Thr
470
Leu
val
Glu
Pro
ser
550
Met
Gly
ASn
Gly
val
630

Phe

Leu

Gly
Leu
val
455
Leu
GIn
His

Gly

Leu
Arg
Arg
Glu
615
Ala

val

val

Leu
ASNn
440
Leu
Gly
Gly
His
Ala
520
G1ln
Sser
G'In
Pro

Phe

600.

Asp

Ser
His

val

73

Ala
425
Lys
Ala
Gly
His
Ile
505
Phe
ASp

Ala

His

val

Cys

Pro

ser

Ile

490

Lys

Gly

Lys

Arg

GIn

570

Leu

585

Leu
val
GIn
Arg

Lys

lLeu

Arg

Ala

val

ASp

650

ITe

Phe

Gly.

Glu
Ser
475
Ile
Arg
Lys
Met
61n
Hi s
Met

Ser

Pro

Ala
635

Leu

Gly

Ma

Arg

Arg

val.

cys
Arg
Gly
ser
Asn
Asp

Phe

525

Leu
540
Asp
Ile
val
His
Gly
Ala

Ala

Asp

val
Phe
Va’l

phe

Gly

Pro

Gly

Thr

Phe

Leu
430
Asn
Leu
Pro
Pro

Ile
510

Leu

Ala

GIn

Arg

Glu

590

Pro

Leu

Met

Arg

phe

Lys

‘Ala

‘fhr‘
Gln

val

Ala

\(a‘l
Arg
Phe
575
Tyr
Asp
Gly
val
AsSn
655

Met

Leu

Phe

Met

Glu .

480
fyr
Leu-
Glu

Lys

Glu

560

Phe

Met

Ala

Leu

Tyr

640

cys

Ser



Arg

Leu

Thr

705

Phe

Ile

Pro

GlIn

Ala

Asp
Pro
690
Thr
Thr
Asp
Pro
GIn
770

Gin

785

<210>
- <211>
<212>

<213>

<220>

<223>

>‘<400>

Ile

675

Ile

Glu

Tyr

Cys

Glu

Arg

A1a

839
PRT
Artificial

Tyr
Arg
ser
Gly
Ile
740
val
His

Pro

Ser
Trp
Asp
G5
Thr
Tyr
ser

Pro

Thr
Met
val
710
GIn
GIn
Ala

Ile

val

790

ASp

Pro

695

Trp

Pro

Gly

Ile

TrkC h_umano {homo sapiens)
6

- met Asp val ser %eu Cy§ Pro
1

Leu Leu Gly ggr val Trp Leu

Pro Ala ggn Cys val Cys ser

Asp Asp Gly Asn Leu Phe Pro
50 55

ser Asn Gly Asn Ala Asn Ile
65 : 70

Tyr

Pro

ser

Trp

Arg

Met

760

Asp

Leu

Ala

Asp

Asn

74

TYyr

Glu

Phe

Tyr

Glu
745

Arg

val

Asp

Lys

TYyr

Thr

Leu

Ile

Arg

ser

Gly

Glin

730

Leu

Gly

His

val

Cys

10

val

Glu

Glu

Thr

val

Ile

val

715

Leu

Glu

cys

Ala

Leu
795

sSer

Gly

Ile

Gly

Asp
75

Gly
L.eu
700
val
Ser
Arg
Trp

Arg
780

Gly

Phe
ser
Asn
GIn

60

Ile

Gly
Tyr
Leu
Asn
Pro
GIn

765

Leu

Trp
vg1
cys
Asp

Ser

Arg

Arg

Trp

Thr

750
Arg

Gln

Arg

Leu

30

Arg

Ser

Arg

Thr
Lys
Glu
Glu
735
Ala

Glu

Ala

Ile
15

Ala
Arg

Gly

Asn

Met
Phe
Ile
720
Ala
Cys
Pro

Leu

Phe
cys
Pror
Asn

Ile
80



Thr
val
ser
Leu
Gln
145
Phe
Gl nb
Asp
Leu
Asp
val
Asn
val
val
Pro

305

Ile

Ser

Asp

Gly

Leu

Phe

Gly

Gly

Pro

210

Asnh

Asp

Leu

Thr

val

290

Arg

Glu

Ile

Met

Leu

115

TYyr

Phe

ASnh

Glu

ser
195

.G'Iu

Ala

Trp

Asn

ser

275

Gly

val

Phe

His
Glu
100
Arg
Ile
Glin
cys
Ala

180

GlIn

Ile

val

Ile

Trp

Glu

Met

val

val

Ile

"85

Leu

Ser

Asn

Thr

Ser

Glu

TYyr

Ile

Leu

Leu

150

Cys

165

Lys
Leu
ser
Ile
val
245
Thr
ASp
ser

ser

val
325

Leu
Pro
val
Thr
230
Thr

Asn

Asn

‘Asn

Leu
310

Arg

ASn
Thr
Gln
ser
135
ser

ASp

Asn

‘Leu

ser

215

Cys

Gly

val

Gly

Ala

Glu

Gly

Trp
Gly
Pro
120
ser
Leu
Ile
Ser

phe

200

His
Asn
Leu
His
Phe
280
ser

Glu

Asn

75

Arg

Leu

105

Arg

Asn

Arg

Arg

Gln

185

Arg

val

Gly

Gln

Ala

265

Thr

val

Pro

Pro

ser
90

GIn
Ala
Arg
Glu
Trp
Asn
.-MEt
Asn
Ser
ser
250
Ile
Leu
Ala
Glu

Pro
330

Leu
Lys
Phe
Leu
Leu
155
Mét
Leu
Aén

Leu

Gly

Ile

Asn

Thr

Leu

Leu

315

pro

Hi s
Leu
Ala
Thr

140

Gin

G61n

TYF
Ile
Thr
220
ser

AsSn

Leu

cys

Thr
300

Arg

Thr

Thr
Thr
Lys
125
Thr
Leu
Leu
Cys

ser

205

val
Pro
Thr
Thr
:I'l e
285
val
Leu

Leu

Leu

Ile
110

Asn’

Leu

Glu

Trp

Ile

190

Gln

Arg

Leu

His
Leu
270
Ala
Tyr

Glu

His

AsSn
95

Lys
Pro
ser
GIn

Gln

175

Asn.

Cys

Glu

Pro-

Gln
255
val
Glu
Tyr
His

Trp
335

Ala
Asn
His
Trp
Asn
160
Gj u
A'I-a._
Asp
Gly
Asp
240
Thr
Asn
Asn
Pro
Cys

320

Leu



His
Tyr
Thr
Gly
Pro
Pro
ser
Lve’u
Lys
Leu
. g]y
i Asn
Tyr
Gly
Ser

Pro

AsSn
Gin
His
370

Thr

‘Glu

Pro

Ile

pPhe

Gly

His

Pro

Pro

val

530

Glu

Pro

Thr

Tyr

Ala

ser

Ile

A'la

val

450

Pro

His

ASp
Gln
515
Glin
Gly

Thr

Leu

Gln
340
Gly
ASn
Asn
Thr
Thr
420
val
Met
val
11 .e

Thr
500

Tyr

His

Ala

Lys’

Ala
580

pro

Glu

Asn

Gln

Gly

Ile

Ala

AsSnh

485

val

Phe

Ile

Phe

565

Ala

Leu
Ile
Gly
Thr
390
Asn
Thr

Leu

Asn

val

470

His

val

Arg

Lys

Gly

Lys

Arg

Arg
ser
Asn
375
Ile
Phe
His

Ala

Gly
Ile
GIn
Arg
535
Lys

Met

Lys

Glu
Glu
360
Tyr
Asn
Ile
LysS
Ala
440
Tyr
Ser

Ile

Gly

Arg
val
Leu

AsSp

76

ser
345
Gly
Thr
Gly
Leu
Pro
425
Phe
Gly
Gly
Thr
Met
505
His
ASp
Phe
val

Phe
585

Lys

Cys

Leu

His

Phe
410

Glu

Ala

Arg

Glu

Thr

.490

Thr
Asn
Ile
Leu
Ala

570

Gln

Ile

Leu

Ile

Phe

Ile

Leu

Ala

380

Leu

395

Asp

Glu

cys

Arg

Glu

475

Pro
Arg
cys
val
Ala
555

val

Arg

Glu
ASD
val
ser
460
Asp
Ser
Ile
His
Leu
540
Glu

Lys

Glu

His
Phe
365
Lys
Lys
val
Thr
Leu
445
LysS
ser
Ser
Pro
525
Lys
Cys

Ala

Ala

val

350

AsSn

AsSn

Glu

Ser

Phe
430

Leu.

Phe

Ala

Leu

val

510

Pro

Arg

Tyr

Leu

Glu
590

Glu
Lys
Pro
Pro
Pro
415
Gly
va1

Gly

sSer

Asp
Glu
Asn

575

Leu

TYr

Pro

Leu

-Phe

400
Thr
val
val.
Met
Pro
480
Ala
Glu
Thr
L.eu
Leu
560

ASp

Leu



Thr
Asp
Leu
625

Asp

Leu

Gin-

Ala
Tyr
705
Cys
Met
“val
GIn
Gln
785
Asp

Ile

Ile

Asn

Asn
Gly
His
H1'§
ASn
690
Ser
Ile
Pro

Trp

Pro
770

G'ly'

val

Lys

TYP

Leu
595
Asp
Lys
Gln
Ile
Phe
675
Leu
Thr
Trp
Pro
ser
755

Trp

Arg

Met

Glu

Leu

Gln

Pro

Phe

Pro

Ala

660

val
Leu
ASp
cys
Glu
740
Phe
Phe
val
Leu
Ile

820

Asp

His

Leu

Leu

Arg

.ser

His
val
Tyr
Glu
ser
Gly
Gln
Leu
Gly
Tyr

Ile

Glu

Ile

Arg

630

G1n

GIn

Arg

Lys

Tyr

val

Ile

val

Leu

Glu

790

Cys

Lys

Leu

His

Met
615

Ala

‘Ala

Ile
A;p
Ile
Arg
Gly
Met
Ile

ser
775

Arg_

Trp

Ile

77

Ile

600

val

His

Lys

Ala

Leu
680

Gly

Leu

Gly

Tyr

Leu
760

Asn

Pro

G]nv

Leu

Gly _

val
Phe
Gly
Gly
Ser
665
Ala
As'p
Phe
His
745
Trp
Thr

Arg

Arg

Lys

Glu

Pro

Glu

650

Gly

Thr

Phe

Asn

Thr
730
Lys
Glu
Glu
val

Glu

810

Ala

pPhe

Tyr

TYyr

Met

620

ASp

Leu
Met
Arg
Gly
Pro
715
Met
Phe
Ile
val
Cys
795

Pro

Leu

Ala
Gly
val
Asn
Met
700
ser
Leu
Thr
Phe
Ile
780
Pro

Gln

Gly

Met

Leu

Tyr

Cys

685

ser

cly

Pro

'Thr

fhr

val

His

Ile

ser

Leu

cys

Gly

Leu

Ala

670

Leu

Arg

Asn

Ile

Glu

750

Tyr

765

Glu

Lys

6In

Lys

Cys

Glu

Arg

Ala
830

Va_'l

Asp

Asp
Arg
s.er
61 y
Ile
val
Leu

815

Thr

Gly
Asp
val
640
Met-
Ser
Gly
val
Phe
720

Trp

Asp

Lys

Thr
Tyr
800

Asn

Pro



<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

835

7 .

7

PRT . -
Artificial

Ser humano (Homo sapiens)

.

iys Asn Glu Tyr g1y Lys Asp

<210>
<211l>
T <212
<213>

<220>
<223>

<4oos

8

6

PRT
Artificial

Ser humano (Homo sapiens)

8 .

;Eys'G1y AsSn Pro %ys Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
6

PRT

Artificial

murine (Mus musculus)

9

'grg Gly Asn Pro %ys Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
7 .
PRT

~Aartificial

Ser humano {(Homo sapiens)
10 '

g1u Asn Leu val g]y Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

11

6

PRT
Artificial

78



<220> .
<223>  Ser humano (Homo sapiens)

<400> 11
?1a Gly Asp Pro ga1 Pro

- 79
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REIVINDICAGOES
1. Anticorpo monoclonal que liga TrkB humano.
2. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em
que a ligagdo com TrkB humano tem uma EDso na faixa de cerca de 10 pM a

cerca de 500 nM.
3. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em

que a ligagdo com TrkB humano tem uma EDso na faixa de cerca de 10 pM a

cerca de 1 nM.
4. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicacao 1, em

que a ligagao com TrkB humano tem uma EDsp na faixa de cerca de 10 pM a

cerca de 100 pM. -
5. Anticorpo monoclonal de acordo com a réivindit;agéo 1, em

~ que a ligagdao com TrkB humano tem uma EDs na faixa de cerca dev10 pM a

cerca de 50 pM. , 7
6. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagéo 1, em-
que o anticorpo monoclonal ativa TrkB humano com um ECs, na faixa de.

cerca de 10 pM a cerca de 500 nM.

7. Anticorpo monoclonal de-acordo com a reivindicagao 1, em
qué o] ahticorpo monoclonal ativa TrkB humano com um ECso na faixa de
cercade 10 pMacercade 1 nM.

| 8. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em
qué o anticorpo monoclonal ativa TrkB humano cdm_um ECso na faixa de
cerca de 10 pM a cerca de 100 pM. , ‘

_ 9. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em .
que o anticorpo monoclonal ativa TEkB humano com um ECso na faixa de
cerca de 10 pM a cerca de 50 pM.

10. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagcao 1, em
que o anticorpo monoclonal ndo liga e/ou ndo ativa TrkA humano.

11. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 10, em
que o anticorpo monoclonal nao exibe nenhuma ligagao detectavel com TrkA
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagdo detectavel de TrkA humano em

concentragdes de anticorpo acima de cerca de 1 nM.
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12. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindica¢éo 10, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma ligacdo detectavel com TrkA-
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagdo detectavel de TrkA humano em
concentragdes de anticorpo acima de cerca de 10 nM.

13. Anticorpo monoclonal de acordo com a relvmdlcaq:ao 10, em
que o anticorpo monoclonal nao exibe nenhuma ligagdo detectavel com TrkA
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagao detectavel de TrkA humano em
concentragdes de anticorpo acima de cerca de 100 nM.

14. Anticorpo monoclonal de acordo com a reiVindicagéQ 10, em

~ que o anticorpe monoclonal ndo exibe nenhuma ligagdo detectavel com TrkA

humano e/ou ndo causa nenhuma ativagio detectavel de TrkA humano em
cbncentragées de anticorpo acima de cerca de 1 uM. ' '
15. Anticorpo monoclonal de acordo com a relvmdlcag:ao 1, em
que o antlcorpo monoclonal nao liga e/ou nao ativa TrkC humano. |
16. Anticorpo monoclonal de acordo com a relvmdlcagao 15, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma ligacdo detectavel com TrkC
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagao detec_:tével de TrkC humano em
concentragdes de anticorpo acima de cerca de 1 nM.. _
| 17. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivihdicagéo 15, em
que o anticorpo monoclonal nao exibe nenhuma ligagé@o detectavel com TrkC
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagdo detectavel de TrkC humano em
concentragdes de anticorpo acima de cerca de 10 nM.

_ 18. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 15, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma Iigagréo'detectével com TrkC
humano e/ou ndo causa nenhuma ativagao de_tectével de TrkC humano em
concentragdes de anticorpo acima de cerca de 100 nM.

| 19. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 15, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma ligagcao detectavel com TrkC
humano e/ou ndo.causa nenhuma ativagéo detectével de TrkC humano em

concentracdes de anticorpo acima de cerca de 1 pM.
~ 20. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 10, em

que o anticorpo monoclonal n&o liga e/ou nao ativa TrkC humano.
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21. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em
que o anticorpo monoclonal bloqueia a ligagao entre BDNF e TrkB humano.

22. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 21, em
que o anticorpo monoclonal blogueia a ligagdo entre BDNF e TrkB humano
com uma ICs, na faixa de cerca de 100 pM a cerca de 500 nM.

‘ 23. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 21, em
que o anticorpo monoclonal bloqueia a ligagao entre BDNF e TrkB humano
com uma ICso na faixa de cerca de 100 pM é cerca de 1 nM. |

24. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagéo 21, em
que o anticorpo monoclonal bloqueia a ligagao entre BDNF é TrkB humano
com uma ICsp na faixa de cerca de 100 pM a cerca de 500 pM. _

25. Anticbrpo monoclonal de acordo cdm a reivindicagao 1, em
que o anticorpo monoclonal ndo bloqueia a ligagao entre BDNF e'_TrkB hu-
mano.

| 26. A‘nticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 25, em -
que 0 anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma atividade de bloqueio detec-
tavel em concentracdes de anticorpo acima de cerca de 1 nM. A
| 27. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagdo 25, em
que o anﬁcorpo monoclonal ndo exibe nenhu_ma atividade de bloqueio detec-
tavel em concentragdes de anticorpo acima de cerca de 10 nM.

28. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 25, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma ativ'idade.de bloqueio detec-
tavel em concentragdes de anticorpo acima de cerca de 100 nM.

29. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 25, em
que o anticorpo monoclonal ndo exibe nenhuma atividade de bloqueio detec-
tavel em concentracdes de anticorpo acima de cerca de 1 uM.

30. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em
que o anticorpo monoclonal tem um isétipo de 1gG1.

| 31. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em
que o anticorpo monoclonal tem um isétipo de IgG2a.

32. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagéo 1, em

que o anticorpo monoclonal tem um isétipo de IgG2b.
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33. Anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes de 1 a 32, em que o anticorpo monoclonal liga e/ou ativa TrkB
de murino.

34. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 33, em
que a ligagdo com TrkB de murino tem uma EDE,§ na faixa de cefca de 10 pM

a cerca de 500 nM. |
35. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagdo 33, em

que a ligagdo com TrkB de murino tem uma EDsp na faixa de cerca de 10 pM

acercade 1 nM.
36. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 33, em

que a ligagdo com TrkB de murino tem uma EDgo na faixa de cerca de 10 pM
a cerca de 500 pM. - | o
37. Anticorpo monoclonal de acordo com.a fe_ivindicégéo 33, em
que a ligagdo com TrkB de murino tem uma EDso na faixa de cerca de 10 pM
a cerca de 100 pM. o ‘
| 38. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagdo 1, em

- que o anticorpo monoclonal liga um ou ambos dos epitopos de TrkB humano

com seqiéncias KNEYGKD (SEQ ID NO: 7) e KGNPKP (SEQ ID NO: 8).
39. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 38, em

que o anticorpo monoclonal liga ‘ainda um ou ambos dos epitopos de TrkB

de camundongo com sequéncias KNEYGKD (SEQ ID NO: 7) e RGNPKP

(SEQ ID NO: 9). , _

40. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagdo 1, em
que o ahticorpo monoclonal liga um epitopo de TrkB humano com a sequén-
cia ENLVGED (SEQ ID NO: 10) e opcionalmente um epu’topb de TrkB huma-
no com a seqiiéncia AGDPVP (SEQ ID NO: 11).

41. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 40, em
que o anticorpo monoclonal liga ainda um epitopo de TrkB de camundongo
com a sequéncia ENLVGED (SEQ ID NO: 10).

42. Anticorpo monoclonal que é produzido a partir do hibridoma
depositado com a ATCC em 18 de Agosto de 2005 e tendo designagéao de
depésito de patente de ATCC PTA-6948 ou a partir de uma célula progenito-
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ra do mesmo.

~ 43. Anticorpo monoclonal que é produzido a partir do hlbrudoma
depositado com a ATCC em 18 de Agosto de 2005 e tendo a designagéo de
depdsito de patente de ATCC PTA-6949 ou a partir de uma céldla progenito-

. ra domesmo.

44. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 1, em

que o anticorpo monoclonal liga ao mesmo epitopo como o anticorpo mono-

clonal de acordo com a reivindicagao 42.

45. Anticorpo monoc|0nal de acordo com a reivindicagao 1, em
que o anticorpo monoclonal llga ao mesmo-epitopo como 0 antacorpo mono-
clonal de acordo com a relvmdlcagao 43. ,

- 46. Hibridoma que produz um antlcorpo monoclonal como defini- )
do em qualquer uma das relvmdlcagoes de 1a41. '

' 47. Hibridoma depositado com a ATCC em 18 de agosto dev-

, 2005 é'tendo a desngnagao de depdsito de patente de ATCC PTA-6948 ou

uma célula progenltora do mesmo.

48. Hibridoma deposﬂado com a ATCC em 18 de agosto de

2005 e tendo a deS|gnagao de deposﬁo de patente de ATCC PTA-6949 ou

uma celula progenitora do mesmo. ,

49. Método compreendendo

|mun|zar um animal com pelo menos d0|s nmunogenos de protei-
na que foram denvados de proteinas de TrkB de espemes diferentes; e

fundir células do bago do animal imunizado com células de mie-
loma para produzir um hibridoma. | =

50. Método de acordo com a reivindicag&o 49, em que pelo me-
nos dois imunégenos de proteina incluem um primeiro imunége.no que foi
derivado de TrkB humano e um segundo imunégeno que foi derivado de um
TrkB néo humano | o

51 Método de acordo com a relvundlcagao 50, em que 0 primeiro
imundgeno inclui o dominio extracelular de TrkB humano e o segundo imu-
négeno inclui o dominio extracelular de um TrkB nao humano.

52. Método de acordo com a reivindicagdo 51, em que o segun-



10

15

20

25

30

‘do imundgeno inclui o dominio extracelular de um TrkB nao humano selecio-

nado do grupo consistindo em TrkB de murino, TrkB de rato e TrkB de gali-
nha. ‘ :

53. Método de acordo com a reivind'icagéo 52, em que 0 segUn-
do lmunogeno inclui o dominio extracelular de TrkB de murino,

54. Método de acordo com a reivindicagao 50, em-que o prlmelro

~ imundgeno e o segundo imundgeno sdo administrados na etapa de imuniza-

¢do em quantidades (em peso) que t&ém uma razdo que é maior do que cer-
cade 1. | |
-55. Método de acordo com a reivindicagdo 54, em que a razéo é

-maior do que cerca de 5.

56. Método de acordo com a relvmdlcagao 55 em que a razao 6

de cerca de 10. , | | | ‘

- 57. Metodo de acordo com a re|vmd|cagao 51 em que (o} pnmelro

e segundo imunégenos nao mcluem nenhum dos aminoéacidos que sdo en-
contrados fora do dommlo extracelular de TrkB. | S |

58. Hibridoma que foi fabricado de acordo com o metodo como
definido em qualquer uma das relvmdlcagoes de 49 ab57.

59. Método de acordo com qualquer uma das reivindiCagc"Jes de
49 é 57, com,preendendvo ainda: gerar um anticorpo monoclonal a partir do |
hibridoma. S |

60. Anticorpo monoclonal que foi fabricado de acordo comv 0 mé-
todo como definido na reivindicagéo 59. |

61. Método de ativar TrkB humano em um mduvuduo compreen- |
dendo: administrar a um individuo, uma quantidade terapeutlcamente eficaz
de um anticorpo monoclonal de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cOes de 1a4i.

62. Método de acordo com a reivindicagéo 61, em que o dito in-
dividuo esta sofrendo de uma condigao neuroldgica que requér a ativacao de
TrkB. | |

63. Método de acordo com a reivindicagao 61, em que o‘sistema

nervoso do dito individuo foi lesionado por um ferimento, cirurgia, isquemia,
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infeccdo, uma doenca metabdlica, subnutricdo, um tumor maligno ou um
medicamento toxico.

64. Método de acordo com a reivindicagdo 61, em que o dito in-
dividuo sofreu um acidente vascular cerebral, uma lesdo na medula espi-

nhal, ou uma axotomia.
65. Método de acordo com a reivindicagdo 61, em que o dito in-

dividuo esta sofrendo de uma condigao congénita ou neurodegenerativa.

_ 66. Método de acordo com a reivindicagdo 65, em que a dita con-
digcéo é selecionada do grupo consistindo ém doenga de Alzheimer, doenca de
Parkinson, coréia de Huntington, e esclerose lateral amiotrofica (ALS).

67. Método de acordo com a'reivin‘dicagéo 61, em que o dito an-
ticorpo monoclonal é administrado ao dito individuo parenteralmente.
68. Métddo de acordo com a reivindicagéo 61, em que o dito an-

ticorpo monoclonal é admlnlstrado ao dito individuo intravenosa ou interperi-

69. Método compreendendo:

combinar um anticorpo monoclonal como definido em qualquer
uma das relvmdlcag;oes de 1 a 41 com uma amostra que inclui uma quanti- .
dade de TrkB humano sob condi¢des que permntem ligacédo especifica entre
o anticorpo monoclonal e TrkB humano; e

| detectar a ligagdo especifica, indicando do mesmo modo a pre-

senca de TrkB humano na amostra. |

70. Método compreendendo:

combinar um anticorpo monoclonal como definido em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 41, com uma amostra que inclui uma quanti-
dade de TrkB humano sob condigdes que permitem a ligagao especifica en-
tre o anticorpo monoclonal e TrkB humano, produzindo do mesmo modo um
complexo de anticorpo-TrkB; ‘ 4

separar o complexo de anticorpo- TrkB humano do restante da
amostra; e

separar o anticorpo de TrkB humano, obtendo do mesmo modo

TrkB humano purificado.
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atividade de luciferase

mAb Fold inc EC50 (nM)
2 ES8 7.7 " 0.28
4 C7 6.9 0.29
5 D8 7.8 1.07
5 E11 6.9 0.97
6 D5 6.6 0.36
6 E2 7.5 0.46
6 E6 7.1 - 0.30
7 E1 6.0 { 0.05
7F5 6.6 0.33
11 E1 6.6 - 0.21
- 16 E11 6.8 0.31
17 D11 6.6 0.23
18 C3 6.7 0.29
19 E12 7.7 0.14
29 D7 7.0 - 0.10

FIG. 4B
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-TRKB E U-
SOS DOS MESMOS". '
A presente invengdo fornece anticorpos monoclonais para TrkB
humano. Em certas modalidades, os anticorpos inventivos IigAam e ativam
TrkB humano. Em certas modalidades os anticorpos inventivos sdo seletivos

~ para TrkB humano em que eles ndo ligam (ou ativam) TrkA humano ou TrkC

humano. Em algumas modalidades os anticorpos inventivos monaclonais
reagem cruzado com TrkB de murino. Versdes humanizadas ou embutidas
dos anticorpos inventivos também s&o abrangidas. Compos“ig’éés
farmacéuticas que compreendem anticorpos inventivos sao fornecidas como
sd0 os métodos para preparar os anticorpos inventivos e métodos de uso

dos mesmos para propdésitos de tratamento, detecgéo ou purificag&o.
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