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“VETOR RECOMBINANTE DE EXPRESSAO, E CELULA
HOSPEDEIRA PROCARIOTICA”

Dividido do  PI  9707379-2, . depositado  em
10/02/1997.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

0 fator o de necrose tumoral (TNFa) é uma citocina

produzida por numerosos tipos de células, incluindo os
monécitos e os macrdéfagos, gque foram originalmente
identificadas em sua capacidéde de induzir a necrose de
certos tumores de camundongos (ver, por exemplo, 0ld, L;
(1985) Science 230: 630-632). Subsequentemente, um fator
denominado caquectina, associado com caquexia, foi
apresentado como sendo a mesma molécula TNFa. A TNFa foi
implicada em medir o choque (ver, por exemplo, Beutler, B. e
Cerami, A. (1988) Annu. Rev. Biochem. 57: 505-518; Beutler,
B. e Cerami, A. (1989) Annu. Rev. Immunol. 7: 625-655). Além
disso, a TNFa tem sido implicada na fisiopatologia de uma
variedade de outras doencas e disturbios dos seres humanos,
incluindo sépsis, infecg¢gdes, doengas autoimunes, rejeicdo de
transplantes e doenca do enxerto versus hospedeiro (ver, por
exemplo, Moeller, A. et al., (1990) Cytokine 2: 162-169;
Patente U.S. 5.231.024 para Moeller et al.; Publicacdo da
PaténteA Européia >26O 610 Bl, por Moeller, A. et al.,
Vasilli, P. (1992) Annu. Rev. Immunol. 10: 411-452; Tracey,
K. J. e Cerami, A. (1994) Annu. Rev. Med. 45: 491-503)

Por causa do papel prejudicial do TNFa humano
(hTNFo) em uma Variedade de disturbios dos seres humanos,
estratégias terapéuticas tém sido intentadas para inibir ou
atuar contra a atividade do hTNFa. Em particular, os
anticorpos que se ligam a, e neutralizam o, hTNFx tém sido
procurados como um meio para inibir a atividade do hTNFa.
Alguns dos mais antigos de tais anticorpos foram os
anticorpos monoclonais de camundongos (mAbs), secretados por

hibridomas preparados dos linfécitos de camundongos
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imunizados com hTNFa. (ver, por exemplo, Hahn, T. ef al., (1985) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 3814-3818; Liang; C-M, et al. (1986) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 137: 847-854; Hirai, M. et al. (1987) J. Immunol. Methods 96:
57-62; Fendly, B. M; et al. (1987) Hybridoma 6: 359-370; Moeller, A. et al.
(1990) Cytokine 2: 162-169; Patente U.S. 5.231.024 para Moeller et al,;
Publica¢do da Patente Européia 186 833 Bl por Wallach, D.; Publicagdo do
Pedido de Patente Européia 218 868 Al por Old er al.; Publicagdo da Patente
Européia 260 610 B1 por Moeller, A., et al.). Embora estes anticorpos anti-
hTNFa de camundongos frequentemente apresentassem elevada afinidade
quanto a0 hTNFa (por exemplo Kd < 10° M) e fossem capasses de neutralizar
a atividade do hTNFa, -seu uso in vivo pdde ser limitado pelos problemas
associados com a administragio de anticorpos de camundongos a seres
humanos, tais como a curta meia vida do soro, uma incapacidade de disparar
certas fungdes efetoras humanas e eliciagdo de uma resposta imune indesejavel
contra 0 ahticorpo de camundongos em um ser humano [a reagéo do “anticorpo
humano anticamundongo” (HAMA)]. |

Em uma tentativa de superar os problemas associados com 0
uso de anticorpos inteiramente de murinos em seres humanos, os anticorpos
anti-hTNFo, de murinos foram geneticamente construidos para serem mais
“semelhantes aos humanos”. Por exemplo, os anticorpos quimericos, em que as
regides varidveis das cadeias de anticorpos sdo derivadas de murino, € as
regides constantes das cadeias de anticorpos s@o derivadas de seres humanos,
foram preparados (Knight, D. M. et al. (1993) Mol. Immunol. 30. 1443-1453;
Publicagio PCT WO 92/16553 por Daddona, P. E. ef al.). Adicionalmente, os
anticorpos humanizados, em que os dominios hipervaridveis das regides
variaveis dos anticorpos sdo derivados de murinos, mas o renianescente das
regides variaveis e as regides constantes de anticorpos, s3o derivados de seres
humanos, foram preparados (Publicagdo PCT WO 92/11383 por Adair, J. R., et

al.). No entanto, tendo em vista que estes anticorpos quiméricos e humanizados
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ainda retém algumas sequéncias de murinos, eles ainda eliciam uma reag&o
imune indesejavel, a reagdio do anticorpo antiquimérico humano (HACA),
especialmente quando administrados por periodos prolongados, por exemplo,
para indicagdes crOnicas, tais como artrite reumatdide (ver, por exemplo,
Elliott, M. J., et al. (1994) Lancet 344. 1125-1127; Elliott, M. J. et al. (1994)
Lancet 344: 1105-1110). Um agente inibitério de hTNFa preferido para mAbs
de murinos ou seus derivados (por exemplo, anticorpos Qquiméricos ou
humanizados) deve ser um anticorpo anti-hTNFa inteiramente humano, uma
vez que um tal agente ndo deve eliciar a reagdo HAMA, mesmo que usado por
periodos prolongados. Os auto-anticorpos monoclonais humanos contra
hTNFa tém sido preparados usando-se técnicas de hibridoma humano (Boyle,
P. et al. (1993) Cell. Immunol. 152: 556-568; (Boyle, P. et al. (1993) Cell.
Immunol. 152: 569-581; Publicagdo do Pedido de Patente Européia 614 984
A2 por Boyle et al.). No entanto, estes auto-anticorpos monoclonais derivados
de hibridoma foram divulgados como tendo uma afinidade quanto a hTNFa,
que foi demasiado baixa para se calcular por processos convencionais, foram
incapazes de ligar os hTNFa soliveis e foram incapazes de neutralizar a
citotoxicidade induzida por hTNFa (ver Boyle et al., acima). Além do mais, o
sucesso da técnica do hibridoma humano depende da presenga natural no
sangue periférico humano de linfocitos produtores de auto-anticorpos
especificos para hTNFa. Certos estudos detectaram auto-anticorpos do soro
contra hTNFa em individuos humanos (Fomsgaard, A. et al (1989) Scand.
J.Immunol. 30: 219-223; Bendtzen, K., et al. (1990) Prog. Leukocyte Biol.
10B: 447-452, enquanto outros ndo o fizeram (Leusch, H-G., et al. (1991) J.
Immunol. Methods 139: 145-147).

Alternativa para os anticorpos humanos anti-hTNFa de
ocorréncia natural deve ser um anticorpo recombinante de hTNFo.. Anticorpos
recombinantes humanos que ligam o hTNFa com afinidade relativamente

baixa (isto &, K4~ 107 M) e um indice muito rapido (isto é, Koz ~107 seg™) foi
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descrito (Griffiths, A. D., et al. (1993) EMBO J. 12: 725-734). No entendo, por
causa de sua cinética de dissociagdo relativamente rapida, estes anticorpos nao
podem ser adequados para uso terapéutico. Adicionalmente, um anti-hTNFa
recombinante humano foi descrito, que nfo neutraliza a atividade hTNFa., mas,
ao invés, intensifica a ligagdo de hTNFa a superficie de células € intensifica a
internalizagio de hTNFa (Lidbury, A., et al. (1994) Biotechnol. Ther. 5:
Publicagio PCT WO 92/03145 por Aston, R. et al.)

Consequentemente, os anticorpos humanos, tais como Os
anticorpos recombinantes humanos, que ligam o hTNFa soluvel com alta
afinidade e cinética de dissociagfo lenta, e que tém a capacidade de neutralizar
a atividade do hTNFa, incluindo a citotoxicidade induzida por hTNFa (in vitro
e in vivo) e ativagdo celular induzida por hTNFa, sdo ainda necessarios.
SUMARIO DA INVENCAO

Esta  inven¢do  proporciona  anticorpos  humanos,
preferivelmente anticorpos recombinantes humanos, que especificamente se
ligam a TNFa hﬁmano. Os anticorpos da invengdo sdo caracterizados pela
ligagdo a hTNFa. com cinética de elevada afinidade e dissociagdo lenta, € por
neutralizagdo da atividade do hTNFa, incluindo a citotoxicidade induzida por
hTNFa (in vitro e in vivo) e ativagdo celular induzida por hTNFa. Os
anticorpos da inveng¢3o ainda s3o caracterizados por ligarem-se ao hTNFa., mas
ndo ao hTNFp (linfotoxina) e por terem a capacidade de ligarem-se a outros
TNFas primatas ¢ TNFas ndo primatas, além do TNFa humano.

Os anticorpos da invengio podem ser de comprimento
completo (porrexemplo um anticorpo IgG1 ou IgG4) ou pode compreender
apenas uma por¢io de ligagdo a antigeno (por exemplo, um fragmento Fab,
F(ab’), ou scFv). O anticorpo recombinante mais preferido da inveng3o,
denominado D2E7, tem um dominio CDR3 de cadeia leve, compreendendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 3 e um dominio CDR3 de cadeia

pesada, compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 4.
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Preferivelmente, o anticorpo D2E7 tem uma regido variavel de cadeia leve
(LCVR) compreendendo a sequéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 1 e uma
regido variavel de cadeia pesada (HCVR) compreendendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 2.

Em uma modalidade, a inven¢do proporciona um anticorpo
humano isolado, ou uma por¢do deste de ligagdo a antigeno, que dissocia do
TNFa, humano com um K, de 1 x 10 M ou menos, e um indice K 5 constante
de 1 x 10? s ou menos, ambos determinados por ressonincia de plasmon
superficial, e neutraliza a citotoxicidade de TNFo humano em um ensaio
padrio 1929 in vitro com um ICs; de 1 x 107 M ou menos. Mais
preferivelmente, o anticorpo humano isolado, ou suas por¢des de ligagdo a
antigeno, se dissocia do TNFo humano com um K¢ de 5 x 10* s ou menos, o
mesmo mais preferivelmente, com um Ky de 1 x 10* s' ou menos. Mais
preferivelmente, o anticorpo humano isolado, ou sua por¢do de ligagdo a
antigeno, neutraliza a citotoxicidade do TNFa humano ém um ensaio padrédo
L1929 in vitro com um ICsy de 1 x 10 M ou menos, mesmo mais
preferivelmente com um ICsy de 1 x 10° M ou menos, e ainda mais
preferivelmente com um ICs, de 5 x 107" M ou menos.

Em outra modalidade, a inven¢do prové um anticorpo humano,
ou sua porgio de ligagdo a antigeno, com as seguintes caracteristicas:

a) dissocia-se do TNFo humano com um K¢ de 1 x 10% s ou
menos, como determinado por ressonancia de plasmon superficial;

b) tem um dominio CDR3 de cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 3, ou modificado da SEQ ID NO: 3
por uma substitui¢do unica de alanina na posigédo 1, 4, 5, 7 ou &, ou por um a
cinco substituigdes conservativas de aminoécido 1, 3, 4, 6, 7, 8 e/ou9;

¢) tem um dominio CDR3 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 4, ou modificado da SEQ ID NO: 4

por uma substitui¢do unica de alanina na posigio 2, 3‘, 4,5,6,8,9,100oull ou
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por uma a cinco substituiges conservativas de aminoacido nas posi¢des 2, 3,
4,5,6,8,9,10, 11 e/ou 12.

Mais preferivelmente, o anticorpo, ou sua porgdo de ligacdo a
antigeno, se dissocia do TNFo. humano com um K¢ de 5 x 10* s ou menos.
Ainda mais preferivelmente, o anticorpo, ou sua porg¢o de ligagdo a antigeno,
se dissocia do TNFa humano com um Keg de 1 x 10 s™" ou menos.

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové um anticorpo
humano, ou uma sua porgio de ligacio a antigeno, com uma LCVR tendo o
dominio CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 3,
ou modificado da SEQ ID NO: 3 por uma substitui¢io Unica de alanina na
posigdo 1, 4, 5, 7 ou 8, e com um HCVR tendo um dominio CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 4, ou modificado
da SEQ ID NO: 4 por uma substitui¢do tinica de alanina na posi¢do 2, 3, 4, 5,
6; 8, 9, 10 ou 11. Mais preferivelmente, o LCVR ainda tem um dominio CDR2
compreendéndo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 5 e o HCVR ainda
tem um dominio de CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 6. Ainda mais preferivel, o LCVR ainda tem dominio CDRI
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 7 ¢ o HCVR tem
um dominio CDR1 compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO: 8.

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové um anticorpo
humano isolado, ou uma sua por¢io de ligagdo a antigeno, com uma LCVR
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:1 e um HCVR
compreendendo a sequéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 2. Em certas
modalidades, o anticorpo tem uma regido constante de cadeia pesada IgG1 ou
uma regifio constante de cadeia pesada IgG4. Em ainda outras modalidades, o
anticorpo ¢ um fragmento Fab, um fragmento F(ab’), ou um fragmento Fv de
cadeia unica. |

Em ainda outras modalidades, a inveng&o prové anticorpos, ou
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suas por¢des de ligagdo a antigeno, com uma LCVR tendo dominio CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminoacido selecionada do grupo
consistindo das SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou com
um HCVR tendo um dominio CDR3 compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionados do grupo consistiﬁdo de SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 e SEQ ID NO: 35.

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové um anticorpo
humano isolado, ou uma sua porgdo de ligagdo a antigeno, que neutraliza a
atividade do TNFo. humano, porém ndo o TNFP humano (linfotoxina). Em
uma modalidade preferida, o anticorpo humano, ou sua porgo de ligagdo a
antigeno, neutraliza a atividade do TNFo. humano, TNFa de chimpanzé e, pelo
menos, um TNFa adicional de primata, selecionados do grupo consistindo de
TNFo de cynomolgus ¢ TNFo do macaco reso (thesus). Preferivelmente, o
anticorpo também neutraliza a atividade de pelo menos um TNFo ndo primata.
Por exemplo, em uma submodalidade, o anticorpo isolado humano, ou sua
por¢do de ligagdo a antigeno, também neutraliza a atividade do TNFa canino.
Em outra submodalidade, o .anticorpo humano isolado, ou sua porg¢do de
ligag3o a antigeno, também neutraliza a atividade do TNFa de porco. Em ainda
outra submodalidade, o anticorpo humano isolado, ou sua porgéo de ligag@o a
antigeno, também neutraliza a atividade do TNFa de camundongo.

Outro aspecto da invengdo diz respeito a moléculas de acido
nucleico codificando os anticorpos, ou porgdes de ligagdo a antigeno, da
inven¢do. Um 4cido nucleico preferido da invengdo, codificando uma LCVR
D2E7, tem a sequéncia de nucleotideos apresentada na Figura 7 e na SEQ ID

NO: 36. Outro 4cido nucleico preferido da invencdo, codificando um HCVR
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D2E7, tem a sequéncia de nucleotideos apresentada na Figura § e na SEQ ID
NO: 37. Os vetores recombinantes de expressdo transportando os &cidos
nucleicos codificando o anticorpo da invengdo, e as células hospedeiras dentro
das quais tais vetores foram introduzidos, também sfo englobados pela
inveng¢do, uma vez que sio processos de produgdo de anticorpos da invehg:ﬁo
mediante cultura das células hospedeiras da invengao.

Ainda outro aspecto da inveng@o diz respeito a processos para
inibir a atividade de TNFo. humano usando-se um anticorpo, ou duas porgdo de
ligagio a antigeno, da invengio. Em uma modalidade, o processo compreende
o contato do TNFa humano com o anticorpo da invengZo, ou sua porgdo de
ligagdo a antigeno, de tal modo que a atividade do TNFo humano seja inibida.
Em outra modalidade, o processo compreende administrar um anticorpo da
invengdo, ou sua por¢io de ligagdo a ‘antigeno, a um individuo humano
sofrendo de um distiirbio em que a atividade do TNFa ¢ prejudicial, de forma
tal que a atividade do TNFa humano no individuo humano seja inibida. O
distirbio pode ser, por exemplo, sépsis, uma doenga auto-imune (por exemplo
artrite reumatoide, alergia, esclerose multipla, diabete auto-imune, uveite auto-
imune e sindrome nefrética), uma doenca infecciosa, uma malignidade, uma
rejei¢do de transplante ou a doenga do enxerto versus hospedeiro, um disturbio
pulmonar, um distirbio dos ossos, um distirbio intestinal ou um disturbio
cardiaco.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A e 1B apresentam as sequéncias de aminoacido

da regifio variavel de cadeia leve de D2E7 (D2E7 VL; também mostrada na
SEQ ID NO: 1), mutantes de cintilografia da alanina de D2E7 VL
(LD2E7*.A1, LD2E7*A3, D2E7*A4, D2E7*.A5, LD2E7*.A7 e LD2E7*.A8),
a regifio variavel de cadeia leve do anticorpo 2SD4 relacionado a D2E7 (2SD4
VL; também apresentado na SEQ ID NO: 9) e outras regides varidveis de
cadeia leve relacionadas a D2E7 (EP B 12, VL10E4, VL100A9, VL100D2,
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VL10F4, LOE5, VLLOF9, VLLOF10, VLLOG7, VLLOGY9, VLLOHI,
VLLOH10, VL1B7, VL1C1, VLIC7, VL0.1F4, VL0.1H8, LOE7, LOE7.A ¢ .
LOE7.T). A Figura 1A apresenta os dominios FR1, CDR1, FR2 ¢ CDR2. A
Figura 1B apresente os dominios FR3, CDR3 ¢ FR4. Os dominios de cadeia
leve CDR1 (“CDR L1”), CDR2 (“CDR L2”) e CDR3 (“CDR L3”), sdo em
caixa.

As Figuras 2A e 2B apresenta as sequéncias de aminoacido da
regido variavel de cadeia pesada de D2E7 (D2E7 VH; também apresentada na
SEQ ID NO: 2), mutantes de cintilografia da alanina de D2E7 VH
(HD2E7*.Al, HD2E7*.A3, HD2E7*A4, HD2E7*.A5, HD2E7*.A6,
HD2E7*.A7, HD2E7*.A8 ¢ HD2E7*.A9), a regido variavel de cadeia pesada
do anticorpo 2SD4 relacionado a D2E7 (2SD4 VH; também apresentada na
SEQ ID NO: 10) e outras regides variaveis de cadeia pesada relacionada a
D2E7 (VH1BI11, VHIDS, VH1All, VHIBI12, VH1-D2, VHIE4, VHIF6,
VHI1G]I, 3C-H2, VH1-D2.N e VH1-D2.Y). A Figura 2A mostra os dominios
FR1, CDRI1, FR2 e CDR2. A Figura 2B mostra os dominios FR3, CDR3 e
FR4. Os dominios CDR1 de cadeia pesada (“CDR H1”), CDR2 (“CDR H2") e
CDR3 (“CDR H3”) sdo em caixa.

A Figura 3 é um grafico apresentando a inibicdo da
citotoxicidade 1929 induzida por TNFa pelo anticorpo D2E7 anti-hTNFa
humano, em comparag¢do com o anticorpo MAK 195 anti-hTNFa de murinos.

A Figura 4 é um grafico apresentando a inibi¢do de ligagéo
thTNFa aos receptores de hTNFa nas células U-937 pelo anticorpo D2E7 anti-
hTNFo humano, em comparagdo com o anticorpo MAK 195 anti-hTNFo de
murinos. |

‘A Figura 5 é um grafico apresentando a inibigdo da expressao
ELAM-1 induzida por TNFa. em HUVEC pelo anticorpo D2E7 anti-hTNFa,
humano, em comparagéo com o anticorpo MAK 195 anti-hTNFa de murinos.

A Figura 6 ¢ um grafico de barras apresentando a prote¢ao da
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letalidade induzida por TNFo em camundongos sensibilizados por D-
galactosamina, mediante administragdo do anticorpo D2E7 anti-hTNFa
humano (barras pretas), em comparagdo com o anticorpo MAK 195 anti-
hTNFa de murinos (barras hachuradas).

A Figura 7 apresenta a sequéncia de nucleotideos da regia”io
variavel de cadeia leve de D2E7, com a sequéncia de aminoacidos mencionada
abaixo da sequéncia de nucleotideos. As regides CDR L1, CDR L2 ¢ CDR L3
estdo sublinhadas.

A Figura 8 apresenta a sequéncia de nucleotideos da regido
varidvel de cadeia pesada de D2E7, com a sequéncia de aminoacidos
mencionada abaixo da sequéncia de nucleotideos. As regides CDR HI, CDR
H2 e CDR H3 estfio sublinhadas.

A Figura 9 é um grafico apresentando o efeito do tratamento do
anticorpo D2E7 na dimensdo articulada média dos camundongos transgénicos
Tg197, como um modelo de poliartrite.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

Esta inven¢do diz respeito a anticorpos humanos isolados, ou

suas porgdes de ligagdo a antigeno, que se ligam a TNFo humanos com
elevada afinidade, um indice muito lento e capacidade eletada de neutralizagao.
Varios aspectos da invengdo dizem respeito a anticorpos e fragmentos de
anticorpos, € a suas composigdes farmacéuticas, bem como a 4cidos nucleicos,
vetores recombinantes de expressdo, e células hospedeiras para produzir tais
anticorpos e fragmentos. Processos para usar os anticorpos da invengdo para
detectar TNFo. humano ou para inibir a atividade do TNFa humano, quer in
vitro, quer in vivo, também sdo englobados pela inven¢Zo.

De modo que a presente invengdo possa ser mais facilmente
entendida, certos termos s3o primeiro definidos.

O termo “TNFa humano” (abreviado aqui como hTNFa, ou

simplesmente hTNF), como aqui usado, refere-se a uma citocina humana que
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existe como uma forma secretada 17 kD e uma membrana 26 kD associada,
cuja forma biologicamente ativa é composta de um trimero de moléculas 17 kD
ndo covalentemente limitadas. A estrutura do hTNFa € descrita ainda em, por |
exemplo, Pennica, D., ef al. (1984) Nature 312: 724-729; Davis, J. M. et al.
(1987) Biochemistry 26: 1322-1326; e Jones, E. Y. et al. (1989) Nature 338:
225-228. O termo TNFa humano intenta incluir o TNFa recombinante
humano (thTNFa), que pode ser preparado por processos de expressdo
recombinante padrio ou comprados comercialmente (R & D Systems, Catalogo
n® 210-TA, Minneapolis, MN).

O termo “anticorpo”, como aqui empregado, pretende referir-se
a moléculas de imunoglobulina, constituidas de quatro cadeias de
polipeptideos, duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias léves- @)
interconectadas por ligagdes de dissulfeto. Cada cadeia pesada é constituida de
uma regifo variavel de cadeia pesada (abreviada aqui como HCVR ou VH) e
uma regido constante de cadeia pesada. A regifio constante de cadeia pesada ¢
corﬁpreendida de trés dominios, CH1, CH2 e CH3. Cada cadeia leve ¢
compreendida de uma regifio variavel de cadeia leve (aqui abreviada como
LCVR ou VL e uma regido constante de cadeia leve. A regido constante de
cadeia leve é compreendida de um dominio, CL. As regides VH e VL podem
ser ainda subdivididas em regides de hipervariabilidade, denominadas regides
de determinagio da complementaridade (CDR), entremeadas com regides que
sdo mais conservadas, denominadas regides de estrutura (FR). Cada VH e VL ¢
composto de trés CDRs e quatro FRs, arranjados do término amino ao término
carboxi na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

A expressdo “por¢do de ligagdo a antigeno” e3 um anticorpo
(ou simplesmente “por¢do de anticorpo”), como aqui empregada, se refere a
um ou mais fragmentos de um anticorpo que retém a capacidade para
especificamente ligar-se a um antigeno (por exemplo, hTNFa). Foi observado

que a fungdo de ligagdo a antigeno de um anticorp'o pode ser'realizada por
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fragmentos de um anticorpo de comprimento completo. Exemplos de
fragmentos de ligagdo englobados dentro da expressdo “por¢do de ligagdo a
antigeno” de um anticorpo inclui (i) um fragmento Fab, um fragmento'

monovalente consistindo dos dominios VL, VH, CL e CH1; (it) um fragmento

- F(ab’),, um fragmento bivalente compreendendo dois fragmentos Fab ligados

por uma ponte dissulfeto na regido da dobradi¢a; (iii) um fragmento Fd
consistindo dos dominios VH e CH1; (iv) um fragmento Fv consistindo dos
dominios VL e VH de um brago unico de um anticorpo, (v) um fragmento dAb
(Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546), que consiste de um dominio VH; e
(vi) uma regifo isolada de determinag3o da complementaridade (CDR). Alem
disso, nio obstante os dois dominios do fragmento Fv, VL e VH, sejam
codificados por genes separados, eles podem ser unidos usando-se processos
recombinantes, por um ligador sintético que permite que eles sejam produzidos
como uma cadeia de proteina tinica, em que as regides VL e VH se unem para

formarem moléculas monovalentes (conhecidas como Fv de cadeia tnica

| (scFv); ver, por exemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; e Huston et

al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Tais anticorpos de

- cadeia tinica também s3o destinados a serem englobados dentro da expressdo

“porgdo de ligagdo a antigeno” de um anticorpo. Outras formas de anticorpos
de cadeia tnica, tais como os dianticorpos, sfo também abrangidos. Os
dianticorpos so bivalentes, anticorpos bi-especificos em que os dominios de
VH e VL sio expressos em uma cadeia de polipeptideo tinica, mas usando um
ligador que € muito curto para permitir a unido entre os dois dominios na
mesma cédeia, dessa forma forcando os dominios a unirem-se com os dominios
complementares de outra cadeia e criar dois sitios de ligagéo a antigeno (ver,
por exemplo, Holliger, P. et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90. 6444-
6448; Poljak, R. J. et al (1994) Structure 2: 1121-1123).

Ainda mais, um anticorpo ou sua porgéo de ligag@o a antigeno

pode ser parte de moléculas maiores de imunoades?o, formadas por associagdo
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covalente ou ndo covalente do anticorpo ou da porgéo do anticorpo, com uma
ou mais de outras proteinas ou peptideos. Exemplos de tais moléculas de
imunoadesio incluem o uso da regiio do nucleo da estreptavidina para
produzir uma molécula tetramérica scFv (Kipriyanov, S. M. et al. (1995)
Human Antibodies and Hybridomas 6:93-101) e uso de um residuo de cisteina,
um peptideo marcador € um marcador de poli-histidina C-terminal, para
produzir moléculas ScFv bivalentes e biotiniladas (Kipriyanov, S. M. et al.
(1994) Mol. Immunol. 31: 1047-1058). As porgdes dos anticorpos, tais como 0s
fragmentos Fab e F(ab’),, podem ser preparadas da totalidade dos anticorpos
usando-se técnicas convencionais, tais como a digestdo de papaina ou pepsina,
respectivamente; da totalidade dos anticorpos. Além disso, os anticorpos, as
porgdes dos anticorpos € as moléculas de imunoadesio, podem ser obtidas
usando-se técnicas padrdo de DNA recombinante, como aqui descritas.

A expressdo “anticorpo humano”, como aqui usada, intenta

incluir anticorpos tendo regiGes varidveis e constantes derivadas das

Vsequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana. Os anticorpos

humanos da inven¢3o podem incluir residuos de -aminoacidos ndo codificados
por sequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana (por exemplo,
mutacdes introduzidas por mutagénese in vitro aleatdria ou especifica do sitio
ou por mutagio somatica in vivo), por exemplo nos CDRs e, em particular, no
CDR3. No entanto, a expressdo “anticorpo humano”, como aqui usada, ndo
tenciona incluir os anticorpos em que as sequéncias de CDR derivadas da linha
germinativa de outras espécies de mamiferos, tais como de um camundongo,
tenham sido enxertadas nas sequéncias da estrutura humana.

A expressdo “anticorpo recombinante humano”, como aqui

empregada, pretende incluir todos os anticorpos humanos que sio preparados,

. expressos, criados ou isolados por meios recombinantes, tais como 0s

anticorpos expressos usando-se um vetor de expressio recombinante

transfectado em uma célula hospedeira (descrito ainda na Segdo II, abaixo),
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anticorpos isolados de uma cole¢do de anticorpos humanos recombinantes
combinatorios (descritos ainda na Segdo III, abaixo), anticorpos isolados de um
animal (por exemplo um camundongo), que s3o transgénicos para os genes da
imunoglobulina humana (ver, por exemplo, Taylor, L. D. ef al. (1992) Nucl.
Acids Res. 20: 6287-6295), ou anticorpos preparados, expressos, criados ou
isolados por qualquer outro meio que envolva a fixagdo das sequéncias dos
genes da imunoglobulina a outras sequéncias de DNA. Tais anticorpos
recombinantes humanos tém regides varidveis e constantes derivadas das
sequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana. Em certas
modalidades, no entanto, tais anticorpos recombinantes humanos estdo sujeitos
a mutagénese in vitro (ou, quando um animal transgénico para as sequéncias de
Ig humano for usado, mutagénese somatica in vivo), e assim as sequéncias de
aminoacidos das regides VH e VL dos anticorpos recombinantes sdo
sequéncias que, enquanto derivadas de, e relacionadas a, sequéncias VH ¢ VL
de uma linha germinativa humana, podem n3o existir naturalmente dentro do
repert6rio in vivo da linha germinativa de anticorpos humanos.
| Um “anticorpo isolado”, como aqui empregado, pretende
referir-se a um anticorpo que seja substancialmente livre de outros anticorpos
tendo especificidades antigénicas diferentes (por exemplo, um anticorpo
isolado que especificamente se ligue a hTNFo € substancialmente livre de
anticorpos que especificamente se ligue a antigenos outros que nédo o hTNFa).
Um anticorpo isolado que especificamente se liga ao hTNFo pddé, no entanto,
ter uma reatividade cruzada a outros antigenos, tais como as moléculas de
TNFa de outras espécies (discutidas em mais detalhes abaixo).» Além do mais,
um anticorpo isolado pode ser substancialmente livre de outro material celular
e/ou produtos quimicos.
Um “anticorpo de neutraliza¢do”, como aqui empregado (ou um
“anticorpo que neutralizou a atividade de hTNFa”), tenciona referir-se a um

anticorpo cuja ligagdo ao hTNFa resulta em inibigdo da atividade biologica de
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hTNFo. Este inibi¢io da atividade bioldgica de hTNFa pode ser avaliada
mediante medicio de um ou mais indicadores da atividade bioldgica do
hTNFo, tal como a citotoxicidade induzida por hTNFa (ou in vitro, ou in
vivo), ativagio celular induzida por hTNFa e ligagdo de hTNFa a receptores
de hTNFa. Estes indicadores da atividade biologica de hTNFa podem ser
avaliados por um ou mais dos varios ensaios padrdo in vitro ou in vivo
conhecidos na ciéncia (ver Exemplo 4). Preferivelmente, a capacidade de um
anticorpo neutralizar a atividade do hTNFa. ¢ avaliada mediante inibi¢do da
citoxicidade induzida por hTNFo das células L929. Como um parametro
adicional ou alternativo da atividade de hTNFa, a capacidade de um anticorpo
de inibir a expressdo induzida por hTNFo de ELAM-1 sobre HUVEC, como
uma medida da ativagiio celular induzida por hTNFa, pode ser avaliada.

A expressdo “ressonincia de plasmon superficial”, como aqui
empregada, se refere a um fendmeno Otico que permite quanto a analise de
interacbes bioespecificas em tempo real, por deteccdo das alteragdes em
concentragdes proteinicas dentro de uma matriz biossensora, por exemplo

usando-se o sistema BIAcore (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suécia, €

Piscataway NJ). Para outras descrigdes, ver Exemplo 1 e Jonsson, U. ef al.

(1993) Ann. Biol. Clin. 51: 19-26; Jonsson, U. et al. (1991) Biotechniques 11:
620-627; Johnsson, B. et al. (1995) J. Mol. Recognit. 8: 125-131; e Johnsson,
B. et al. (1991) Anal. Biochem. 198: 268-277.

O termo “K,¢”, como aqui usado, se refere a constante do indice

de dissociagio quanto & dissociagdo de um anticorpo do complexo

- anticorpo/antigeno.

O termo “Ky” como aqui empregado, intenta referir-se a
constante de dissociagio de uma intera¢o particular anticorpo-antigeno.

A expressio “molécula de acido nucleico”, como aqui usada,
inclui as moléculas de DNA e as moléculas de RNA. Uma molécula de 4cido .

nucleico pode ser de filamento tnico ou de filamento duplo, mas
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preferivelmente ¢ de DNA de filamento duplo.

A expressdo “molécula isolada de 4cido nucleico”, como aqui
empregada com referéncia a 4cidos nucleicos codificando anticorpos ou
porgdes de anticorpos (por exemplo, VH, VL, CDR3) que se ligam a hTNFa,
refere-se a uma molécula de 4cido nucleico em que as sequéncias de
nucleotideos codificando o anticorpo ou uma porgéo do anticorpo sdo livres de
outras sequéncias de nucleotideos codificando anticorpos ou porgdes de
anticorpo que ligam antigenos outros que ndo o hTNFa, cujas outras
sequéncias podem naturalmente flanquear o acido nucleico em DNA genémico
humano. Assim, por exemplo, um &cido nucleico isolado da invengdo
codificando uma regiio de VH de um anticorpo anti- TNFa nfo contém
qualquer outra sequéncia codificando outras regides de VH que ligam
antigenos outros que ndo o TNFa.

O termo “vetor”, como aqui empregado, se refere a uma
molécula de acido nucleico capaz de transportar outro acido nucleico ao qual
ela se tenha ligadb., Um tipo de vetor é um “plasmideo”, que se refere a uma
alga de DNA circular de duplo filamento em que os segmentos de DNA
adicionais podem ser ligados. Outro tipo de vetor ¢ um vetor viral, em que os
segmentos adicionais de DNA podem ser ligados no genoma viral. Certos
vetores sdo capazes de replicagdo autonoma em uma célula hospedeira em que
eles sdo introduzidos (por exemplo, vetores bacterianos tendo uma origem
bacteriana de replicagio e vetores epissomicos de mamiferos. Outros vetores
(por exemplo, vetores ndo epissdmicos de mamiferos) podem ser integrados no -
genoma de uma célula hospedeira ap6s introdugio na célula hospedeira, e
dessa forma sdo replicados juntamente com o genoma hospedeiro. Além disso,
certos vetores sdo capazes de direcionar a expressdo dos genes a que eles se
acham operativamente ligados. Tais vetores s@o referidos aqui como “vetores
recombinantes de expressdo” (ou simplesmente “vetores de expressio”). Em

geral, os vetores de expressdo de utilidade em técnicas de DNA recombinante
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s3o frequentemente na forma de plasmideos. No presente Relatorio Descritivo,
“plasmideo” e “vetor” podem ser usados intercambiavelmente, uma vez que o
plasmideo é a forma mais comumente empregada de vetor. No entanto, a
invencdo intenta incluir essas outras formas de vetores de expressdo, tais como
os vetores virais (por exemplo, retrovirus, adenovirus e virus associados a
adeno, defeituosos, de replicagdo), que servem a fungdes equivalentes.

A expressio “célula hospedeira recombinante” (ou
simplesmente “célula hospedeira”), como aqui empregada, refere-se a uma
célula em que um vetor recombinante de expressdo foi introduzido. Deve-se
entender que tais termos intentam referir-se ndo apenas a célula objeto em
particular, mas a progénie de uma tal célula. Tendo em vista que certas
modificagSes podem ocorrer em geragdes sucessivas, ou devido a influéncia da
mutacio ou do meio ambiente, tal progénie nio pode, de fato, ser idéntica a
célula mie, mas é ainda incluida dentro da expressdo “célula hospedeira”,
como aqui empregada.

Virios aspectos da inveng8o s3o descritos em mais detalhes nas
seguintes subsegoes.

I. Anticorpos humanos que se ligam ao TNFo humano

Esta invengdo prové anticorpos humanos isolados, ou suas
porgdes de ligagdo a antigenos, que se ligam a TNFo humano com alta
afinidade, um indice de dissociagdo baixo e uma capacidade de neutralizagdo
elevada. De preferéncia, os anticorpos humanos da invengéo sdo anticorpos
humanos antihTNFo. recombinantes de neutralizagdo. O anticorpo
recombinante de neutralizagio mais preferido da invengdo ¢ aqui referido como
D2E7 e possui sequéncias VL e VH conforme mostrado nas Figuras 1A, IBe
nas Figuras 2A e 2B, respectivamente (a sequéncia de aminoécidos da regido
D2E7 VL também ¢ mostrada na SEQ ID NO: 1; a sequéncia de aminoacidos
da regido D2E7 também é mostrada na SEQ ID NO: 2). As propriedades de
ligagdo de D2E7, em comparagdo com o anti-hTNFa MAK 195 mAb, qlie
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apresenta alta afinidade e cinética lenta de dissociag¢do, € outro anticorpo anti-

hTNFa humano relacionado na sequéncia como D2E7, 2SD4, sdo resumidas

abaixo:
Experiéncia \ 1C<q (M)
] i 126 x 10-10
2 | 1.33x 10°10
3 I 1.15 x 10-10
Média | 1.25 = 0.01 x 10-10

O anticorpo D2E7, e os anticorpos relacionados, também
apresentam uma forte capacidade para neutralizar a atividade do hTNFa, como
avaliado por varios ensaios in vitro e in vivo (ver Exemplo 4). Por exemplo,
estes anticorpos neutralizam a citotoxicidade induzida por hTNFa de células
1929 com valores de ICso na faixa de cerca de 107 M a cerca de 10" M.
D2E7, quando expresso como um anticorpo IgG1 de comprimento completo,
neutraliza a citoxicidade induzida por hTNFa de células 1929 com ICs, de
cerca de 1,25 x 10" M. Além disso, a capacidade de neutralizagdo de D2E7 é
mantida quando o anticorpo ¢é expresso como um fragmento Fab, F(ab’), ou
scFv. O D2E7 também inibe a ativagdo celular induzida por TNFa, conforme
medido por expressio ELAM-1 induzida por hTNFa em HUVEC (ICs, = cerca
de 1,85 x 107" M), e ligagio de hTNFa. a receptores de hTNFo. em células U-
937 (ICso = cerca de 1,56 x 10" M). Com referéncia ao ultimo, o0 D2E7 inibe a
ligagdo de hTNFo a ambos os receptores hTNFa pS5 e p75. Além disso, o
anticorpo inibe a letalidade induzida por hTNFa in vivo em camundongos
(EDso =1 a 2,5 pg/camundongo).

Com respeito a especificidade da ligagdo de D2E7, este
anticorpo ‘se liga a0 TNFa humano de véarias formas, incluindo o hTNFa
soltvel, a transmembrana hTNFa. e a ligagdo do hTNFa a receptores celulares.
O D2E7 n#o se liga especificamente a outras citocinas, tais como a linfotoxina

(TNFB), IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFNgama e TGFf. No entanto, o -
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D2E7 apresenta reatividade cruzada a fatores de necrose tumoral de outras

- espécies. Por exemplo, o anticorpo neutraliza a atividade de pelo menos cinco

TNFas de primatas (chimpanzé, babuino, sagui, cynomolgus e reso) com
valores de ICsy aproximadamente equivalentes como para a neutralizagdo de
hTNFa (ver Exemplo 4, subsecio E). O D2E7 também neutraliza a atividade
do TNFa de camundongos, ndo obstante aproximadamente 1000 vezes menos
bem do que o TNFa humano (ver Exemplo 4, subsegdo E). O D2E7 também se
liga a TNFa canino € porcino.

Em outro aspecto, a invengao diz respeito a anticorpos D2E7 e
por¢des de anticorpo, anticorpos e porgdes de anticorpos relacionados a D2E7,
e outros anticorpos e por¢des de anticorpos de humanos, com propriedades
equivalentes a D2E7, tais como a ligag3o de elevada afinidade a hTNFa com
baixas cinéticas de dissociacdo e elevada capacidade de neutraliza¢do. Em uma
modalidade, a invengio prové um anticorpo humano isolado, ou uma sua
por¢io de ligagdo a antigenos, que dissocia do TNFa, humano com um Ky de 1
x 10® M ou menos e uma constante do indice K gde 1 x 10" ou menos, ambos
determinados por ressonincia de plasmon superficial, e neutraliza a
citotoxicidade do TNFa humano em um ensaio padrdo L929 in vitro com um
ICsp de 1 x 107 M ou menos. Mais preferivelmente, o anticorpo humano
isolado, ou sua por¢do de ligagdo a antigeno, se dissocia do TNFo humano
com um K¢ de 5 x 10* s ou menos, ou mesmo, mais preferivelmente, com
um K¢ de 1 x 10* s ou menos. Mais preferivelmente, o anticorpo humano
isolado, ou sua porgdio de ligagdo a antigeno, neutraliza a citotoxicidade do
TNFo humano em um ensaio padrdo 1929 in vitro com um ICso de 1 x 108 M
ou menos, mesmo mais preferivelmente com um ICsp de 1 x 10° M ou menos,
e ainda mais preferivel com um ICsy de 5 x 10"° M ou menos. Em uma
modalidade preferida, o anticorpo é um anticorpo recombinante humano
isolado, ou-uma sua por¢do de ligagdo a antigeno. Em outra modalidade

preferida, o anticorpo também neutraliza a ativagao celular induzida por TNFa,
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como avaliado usando-se um ensaio padrdo in vitro para a expressio ELAM-1
induzida por TNFa. ou células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC).

A andlise de ressondncia de plasmon superficial para
determinar K4 ¢ K¢ pode ser realizada como descrito no Exemplo 1. Um
ensaio padrao 1929 in vitro para determinar os valores de ICsy € descrito no
Exemplo 4, subse¢do A. Um ensaio padrio in vitro para a expressio ELAM-1
induzida por TNFa em células endoteliais da veia umbilical de humanos
(HUVEC) é descrito no Exemplo 4, subsecdo C. Exemplos de anticorpos
recombinantes humanos que reinem, ou sdo ditos reunirem, a cinética acima
mencionada e os critérios de neutralizagdo, incluem anticorpos tendo 0s
seguintes duplas [VH/VL], cujas sequéncias sio mostradas nas Figuras 1A, 1B,
2A e 2B (ver também os Exemplos 2, 3 e 4 quanto as analises de cinética e de
neutralizagdo): [D2E7 VH/D2E7 VL], [HD2E7*.A1/D2E7 VL],
[HD2E7*.A2/D2E7 VL], [HD2E7*.A3/D2E7 VL], [HD2E7*.A4/D2E7 VL],
[HD2E7*.A5/D2E7 VL], [HD2E7*.A6/D2E7 VL], [HD2E7*.A7/D2E7 VL],
[HD2E7*.A8/D2E7 VL], [HD2E7*.A9/D2E7 VL], [D2E7 VH/LD2E7*.Al],
[D2E7 VH/LD2E7*.A4], [D2E7 VH/LD2E7*.A5], [D2E7 VH/LD2E7*.A7],
[D2E7 VH/LD2E7*.A8], [HD2E7*.A9/LD2E7*.A1], [VH1-D2/LOE7], [VH1-
D2.N/LOE7.T], [VHI1-D2.Y/LOE7.A],[VH1-D2.N/LOE7.A], [VHI-D2/EP
B12] e [3C-H2/LOET7].

E bem conhecido na arte que os dominios CDR3 de cadeia
pesada e leve de anticorpos, desempenham um papel importante na
especificidade/afinidade da ligagdo de um anticorpo a um antigeno.
Consequentemente, em outro aspecto, a invengdo diz respeito a anticorpos
humanes que possuem cinética de dissociagdo lenta para associagdo com
hTNFo e que possuem dominios CDR3 de cadeia leve e pesada que
estruturalmente sfo idénticos ou relacionados aqueles do D2E7. Conforme
demonstrado no Exemplo 3, a posi¢do 9 do CDR3 D2E7 VL pode ser ocupada

por Ala ou Thr, sem substancialmente afetar o K,s. Em consequéncia, um
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motivo de consenso para o CDR3 D2E7 VL compreende a sequéncia de
aminoacido: Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/A) (SEQ ID NO: 3). Adicionalmente, a
posi¢do 12 do CDR3 D2E7 VH pode ser ocupada por Tyr ou Asn, sem
substancialmente afetar o K.+ Consequentemente, um motivo de consenso
para o CDR3 D2E7 VH compreende a sequéncia de aminoécidos: V-S-Y-L-S-
T-A-S-S-L-D-(Y/N) (SEQ ID NO: 4). Além disso, como demonstrado no
Exemplo 2, o dominio do CDR3 das cadeias pesada ¢ leve de D2E7 ¢ acessivel
a substituicdo por um residuo unico de alanina (nas posigdes 1, 4, 5, 7 ou 8.
dentro do CDR3 VL, ou nas posig¢des 2, 3, 4, 5,6,8,9, 10 ou 11, dentro do
CDR3 VH), sem substancialmente afetar o K,s Mais ainda, o técnico
experiente observara que, dada a acessibilidade dos dominios D2E7 VL e do
CDR3 VH a substitui¢cdes por alanina, a substituigdo de outros aminoacidos
dentro dos dominios CDR3 pode ser possivel, enquanto ainda retém a
constante do indice de dissociagio baixo do anticorpo, em particular
substitui¢des com aminoacidos conservativos. Uma “substitui¢do conservativa
de amino4cidos”, como aqui usada, é uma em que um residuo de aminoacido é
substituido por outro residuo de aminoéacido tendo uma cadeia lateral similar.
Familias de residuos de aminoécidos tendo cadeias laterais similares foram t€m
sido definidas na arte, incluindo cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por exemplo, acido aspartico, acido
glutdmico), cadeias laterais polares ndo carregadas (por exemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais ndo
polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina,
metionina, triptofano), cadeias laterais B-ramificadas (por exemplo treonina,
valina, -isoleucina) e cadeias laterais aromadticas (por exemplo, tirosina,
fenilalanina, triptofano, histidina). De preferéncia, ndo mais do que uma a
cinco substitui¢des de aminoacido conservativo sdo feitas dentro dos dominios
D2E7 VL e/ou CDR3 VH. Mais preferivelmente, ndo mais do que uma a trés

substituicdes conservativas de aminoacido sdo feitas dentro dos dominios
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D2E7 VL e/ou CDR3 VH. Adicionalmente, as substitui¢bes de aminoécido
conservativo nio devem ser feitas nas posi¢des de aminoécido criticas para
ligagdo a0 hTNFo.. Como mostrado no Exemplo 3, as posi¢des 2 € 5 do CDR3
D2E7 VL, e as posi¢des 1 e 7 do CDR3 D2E7 VH parecem ser criticas para
interaciio com o hTNFa e, assim, as substitui¢des de aminoacido conservativo
preferivelmente ndo sdo feitas nestas posigdes (nﬁo obstante uma substituigdo
da alanina na posi¢io 5 do CDR3 D2E7 VL ¢ aceitavel, como acima descrito).

Consequentemente, em outra modalidade, a invengo prové um
anticorpo humano isolado, ou uma sua porgdo de ligacdo a antigeno, com as
seguintes caracteristicas:

a) dissocia do TNFo. humano com uma constante do indice Ko
de 1 x 10? s' ou menos, como determinado por ressonancia de plasmon
superficial;

b) tem um dominio CDR3 de cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 3, ou modificado da SEQ ID NO: 3
por uma substitui(;ﬁo unica de alanina nas posi¢oes 1, 4,5, 7 ou 8, ou por um a
cinco substitui¢Ges de aminoécido conservativo nas posi¢oes 1, 3, 4, 6, 7, 8
e/ou9;

¢) tem um dominio CDR3 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 4, ou modificado da SEQ ID NO: 4
por uma substitui¢io Unica de alanina nas posigdes 2, 3,4, 5, 6, 8,9, 10 ou 11,
ou por uma a cinco substituigdes de aminoécido conservativo nas posi¢des 2, 3,
4,5,6,8,9,10,11 e/ou 12.

Mais preferivelmente, o anticorpo, ou sua porcdo de ligacdo a
antigeno, se dissocia do TNFa humano com um Ky de 5 x 10* s ou menos.
Mesmo mais preferivelmente, o anticorpo, ou sua porgao de ligagdo a antigeno,
se dissocia do TNFo humano comum K gde 1 x 10* s ou menos.

Em ainda outra modalidade, a invengfio prové um anticorpo

humano isolado, ou uma sua por¢do de ligagdo a antigeno, com uma regido



10

15

20

25

23

variavel de cadeia leve (LCVR) tendo um dominio CDR3 compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 3, ou modificado da SEQ ID NO: 3
por uma substitui¢do tnica de alanina nas posi¢des 1, 4, 5, 7 ou 8, € por uma
regido varidvel de cadeia pesada (HCVR) tendo um dominio CDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 4, ou modificado
da SEQ ID NO: 4 por uma substitui¢do unica de alanina nas posi¢des 2, 3, 4, 5,
6, 8, 9, 10 ou 11. Preferivelmente, a LCVR ainda tem um dominio CDR2
compreendendo a sequéncia de aminoécido de SEQ ID NO: 5 (isto é, 0 CDR2
D2E7 VL) e o HCVR ainda tem um dominio CDR2 compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 6 (isto ¢, o CDR2 D2E7 VH).
Mesmo mais preferivelmente, a LCVR ainda tem um dominio CDRI
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 7 (isto €, o CDR1
D2E7 VL) e a HCVR tem um dominio CDR1 compreendendo a sequéncia de

" aminoacido da SEQ ID NO: 8 (isto é, o CDR1 D2E7 VH). As regides da

estrutura quanto a0 VL preferivelmente sdo da familia da linha germinativa
humana Vi1, mais preferivelmente do gene Vk da linha germinativa humana
A20 e, o mais preferivel, das sequéncia da estrutura D2E7 VL apresentadas nas
Figuras 1A e 1B. As regibes da estrutura quanto a VH preferivelmente so da
familia da linha germinativa humana V3, mais preferivelmente do gene VH da
linha germinativa humana DP-31 e, o mais preferivel, das sequéncias da
estrutura D2E7 VH mostradas nas Figuras 2A e 2B.

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové um anticorpo
humano isolado ou uma sua porgdo de ligagdo a antigeno, com uma regido
variavel de cadeia leve (LCVR) compreendendo a sequéncia de aminoécido da
SEQ ID NO: 1 (isto é, o D2E7 VL) e uma regido variavel de cadeia pesada
(HCVR) compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 2 (isto €,
o D2E7 VH). Em certas modalidades, o anticorpo compreende uma regido
constante de cadeia pesada, tal como uma regifo constante IgG1, IgG2, IgG3,

IgG4, IgA, IgE, IgM ou IgD. Preferivelmente, a regido constante de cadeia
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pesada é uma regidio constante de cadeia pesada IgG1 ou uma regido constante
de cadeia pesada IgG4. Além disso, o anticorpo pode compreender uma regiao
constante de cadeia leve, ou uma regido constante de cadeia leve capa, ou uma
regido constante de cadeia leve lambda. Preferivelmente, o anticorpo
compreende uma regido constante de cadeia leve capa. Alternativamente, a
por¢io do anticorpo pode ser, por exemplo, um fragmento Fab ou um
fragmento Fv de cadeia unica.

Em outras modalidades ainda, a invengdo prové um anticorpo
humano isolado, ou suas porg¢des de ligagio a antigeno, tendo os dominios
CDR3 VL e VH relacionados a D2E7, por exemplo, os anticorpos, ou suas
porgdes de ligagio a antigeno, com uma regiio variavel de cadeia leve (LCVR)
tendo um dominio CDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoécido
selecionada do grupo consistindo das SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQID NO: 25 e
SEQ ID NO: 26, ou com uma regifio variavel de cadeia pesada (HCVR) tendo
um dominio CDR3 compreendendo uma sequéncia de amino4cidos
selecionada do grupo consistindo das SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32,
SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 ¢ SEQ ID NO: 35.

Em outra modalidade ainda, a invengdo prové um anticorpo
recombinante humano, ou sua porg¢do de ligagdo a antigeno, que neutraliza a
atividade do TNFo. humano, mas nio do TNFf humano. Preferivelmente, o
anticorpo, ou sua porgdo de ligagio a antigeno, também neutraliza a atividade
do TNFa de chimpanzé e pelo menos um TNFa de primatas adicional
selecionado do grupo consistindo de TNFo de babuinos, TNFa de saguis,
TNFo. de cynomolgus e TNFa de reso. Preferivelmente, o anticorpo, ou sua

porciio de ligacio a antigeno, neutraliza o TNFo de seres humanos, de
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chimpazé e/ou adicional de primatas, em um ensaio L929 padrdo in vitro com
um ICso de 1 x 10® M ou menos, mais preferivelmente de 1 x 10° M ou menos,
e mesmo mais preferivelmente de 5 x 10”° ou menos. Em uma submodalidade,
o anticorpo também neutraliza a atividade do TNFa canino, preferivelmente
em um ensaio 1.929 padrio in vitro com um ICsp de 1 x 107 M ou menos, mais
preferivelmente de 1 x 10® M ou menos, e mesmo mais preferivelmente de 5 x
10” ou menos. Em uma outra submodalidade, o anticorpo também neutraliza a
atividade do TNFa. de porcos, preferivelmente com um ICsy de 1 x 10° M ou
menos, mais preferivelmente de 1 x 10® M ou menos, e mesmo mais
preferivelmente de 5 x 10”7 ou menos. Em ainda outra modalidade, o anticorpo
também neutraliza a atividade do TNFa. de camundongos, preferivelmente com
um ICs, de 1 x 10 M ou menos, mais preferivelmente de 1 x 10° M ou menos,
e mesmo mais preferivelmente de 5 x 10°° ou menos.

Um anticorpo ou porgdo de anticorpo da invengdo podem ser
derivados ou ligados a outra molécula funcional (por exemplo, outro peptideo
ou proteina). Consequentemente, os anticorpos e as porgdes de anticorpos da
invencdo intentam incluir formas derivadas e de outro modo modificadas dos
anticorpos anti hTNFo. humanos, aqui descritos, incluindo moléculas de
imunoades3o. Por exemplo, um anticorpo ou porgéo de anticorpo da invengao
podem ser funcionalmente ligados (por acoplamento quimico, fusdo genética,
associagiio nfo covalente, ou de outra forma) a um ou mais outras entidades
moleculares, tais como outro anticorpo (por exemplo, um anticorpo bi-
especifico ou um di-anticorpo), um agente detectavel, um agente citotdxico,
um agente farmacéutico e/ou uma proteina ou peptideo que possam mediar.a
associagiio do anticorpo ou da por¢do de anticorpo com outra molécula (tal
como uma regiio do niicleo da estreptavidina ou um marcador de poli-
histidina).

Um tipo de anticorpo derivado é produzido por reticulagdo de

dois ou mais anticorpos (do mesmo tipo ou de tipos diferentes, por exemplo
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para criar anticorpos bi-especificos). Reticuladores adequados incluem aqueles
que s3o heterobifuncionais, tendo dois grupos distintamente reativos separados
por um espagador apropriado (por exemplo, éster m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida) ou homobifundional (por exemplo, suberato de di-
succinimidila). Tais ligadores sdo disponiveis da Pierce Chemical Company,
Rockford, IL. |

Agentes detectaveis tteis, com o qual um anticorpo ou porgao
do anticorpo da invencdo podem ser derivados, incluem os compostos
fluorescentes. Exemplos de agentes fluorescentes detectaveis incluem a
fluoresceina, o isotiocianato de fluoresceina, a rodamina, o cloreto de 5-
dimetilamina-1-naftaleno sulfonila, a ficoeritrina, e outros. Um anticorpo pode
também ser derivado com enzimas detectaveis, tais como a fosfatase alcalina, a
peroxidase da raiz forte, a glicose oxidase e outras. Quando um anticorpo €
derivado com uma enzima detectavel, ele é detectado mediante adigdo de
reagentes adicionais que a enzima utiliza para produzir um produto detectavel
de reagdo. Por exemplo, quando o agente detectivel peroxidase da raiz forte
esta presente, a adi¢io de peroxido de hidrogénio e diaminobenzidina conduz a
um produto de reagdo colorido, que ¢é detectavel. Um anticorpo também pode
ser derivado com biotina, e detectado através de medigdo indireto da avidina ou
da ligag3o da estreptavidina.
I1. Expressio de anticorpos

Um anticorpo, ou por¢do de anticorpo, da inveng&o, podem ser
preparados por expressdo recombinante dos genes de imunoglobulina de cadeia
leve e pesada em uma célula hospedeira. Para expressar um anticorpo
recombinantemente, uma célﬁla hospedeira é transfectada com um ou mais
vetores recombinantes de expressio transportando fragmentos de DNA
codificando as cadeias de imunoglobulina de cadeias leve e pesada do
anticorpo, tal que as cadeias leves e pesadas sejam expressas na célula

hospedeira e, preferivelmente, secretadas no meio em que as células
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hospedeiras estdo cultivadas, de cujo meio os anticorpos podem ser
recuperados. Metodologias padrio de DNA recombinante sdo usadas para
obter os genes de anticorpos de cadeia pesada e leve, incorporar estes genes
nos vetores recombinantes de expressio e introduzir os vetores nas células
hospedeiras, tais como aquelas descritas em Sambrook, Fritsch e Maniatis
(eds.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edigdo, Cold
Spring Harbor, NY, (1989), Ausubel, F. M. et al. (eds.) Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1989) e na Patente U.S.
4.816.397 por Boss et al.

Para expressar D2E7 ou um anticorpo relacionado a D2E7, os
fragmentos de DNA codificando as regides de cadeia leve e pesada sdo
primeiramente obtidos. Estes DNAs podem ser obtidos por ampliag¢do e
modificaciio de sequéncias varidveis de cadeia leve e pesada de linha
germinativa, usando uma reagdo em cadeia de polimerase (PCR).- As
sequéncias de DNA de linha germinativa quanto aos genes da regido variavel
de cadeia pesada e leve, sdo conhecidas nesta ciéncia (ver, por exemplo, os
dados de base da sequéncia de linha germinativa humana “Vbase”; ver também
Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Quinta Edi¢do, U.S. Department of Health and Human Services (Departamento
Americano de Servicos de Saide e Humanos), NIH Publication n® 91-3242;
Tomlinson, 1. M. et al. (1992) “The Repertoire of Human Germline Vy
Sequences Reveals about Fifty Groups of Vy Segments with Different
Hypervariable Loops” J. Mol. Biol. 227: 776-798; e Cox, J. P. L. et al. (1994)
“A Directory of Human Germ-line Vi Segments Reveals a Strong Bias in their
Usage” - Eur. J. Immunol. 24: 827-836; os conteudos dos quais sdo aqui
expressamente incorporados por referéncia). Para obter um fragmento de DNA
codificando a regido varidvel de cadeia pesada de D2E7, ou um anticorpo
relacionado. a D2E7, um membro da familia Vy3 de genes VH da linha

germinativa humana ¢ ampliado por PCR padrdo. Mais preferivelmente, a
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sequéncia da linha germinativa VH DP-31 é ampliada. Para obter um
fragmento de DNA codificando a regido varidvel da cadeia leve de D2E7, ou
um anticorpo relacionado a D2E7, um membro da familia VI de genes VL da
linha germinativa humana é ampliado por PCR padrdo. Mais preferivelmente, a
sequéncia da linha germinativa VL A20 ¢ ampliado. Os iniciadores de PCR
adequados para uso na ampliagio das sequéncias VL da linha germinativa VH
e A20 da linha germinativa DP-31, podem ser designados com base nas
sequéncias de nucleotideos apresentadas nas referéncias citadas acima, usando-
se processos padrao. |

Uma vez os fragmentos VH e VL da linha germinativa sejam
obtidos, estas sequéncias podem ser modificadas para codificar as sequéncias
de aminoéacidos do D2E7 ou relacionadas a D2E7 aqui apresentadas. As
sequéncias de aminoécidos codificadas pelas sequéncias de DNA VH e VL da
linha germinativa, sdo primeiro comparadas as sequéncias de aminoacidos VH
e VL do D2E7 ou relacionadas ao D2E7, para identificar os residuos de
aminoacidos na séquéncia do D2E7 ou relacionada ao D2E7 que difere da
linha germinativa. Entfio, os nucleotideos apropriados das sequéncias do DNA
da linha germinativa s3o transformados de tal modo que a sequéncia da linha
germinativa transformada codifique a sequéncia de aminoéacidos do D2E7 ou

relacionados ao D2E7, usando-se o codigo genético para determinar quais as

- modificacdes de nucleotideos que devem ser feitas. A mutagénese das

sequéncias da linha germinativa é realizada por processos padrdo, tais como a
mutagénese mediada por PCR (em que os nucleotideos transformados sdo
incorporados nos iniciadores de PCR, tal que o produto de PCR contenha as
mutacdes) ou a mutagénese dirigida ao sitio. |

Além disso, deve ser observado que, de as sequéncias da “linha
germinativa” obtidas por ampliagdo do PCR codifica as diferengas de
aminoacidos nas regides da estrutura, da configuragio da verdadeira linha

germinativa (isto ¢, diferengas na sequéncia ampliada em comparagdo com a
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verdadeira sequéncia da linha germinativa, por exemplo como resultado de
mutacio somatica), pode ser desejavel modificar estas diferencas de
aminoacidos de volta as sequéncias da verdédeira linha germinativa (isto ¢,
“mutagdo retrograda” dos residuos da estrutura para a configuragdo da linha
germinativa).

Uma vez sejam obtidos os fragmentos de DNA codificando os
segmentos VH e VL do D2E7 ou relacionados ao D2E7 (por ampliagio e
mutagénese dos genes VH e VL da linha germinativa, como descrito acima),
estes fragmentos de DNA pode ainda ser manipulados por técnicas padrdo de
DNA recombinante, por exemplo para converter os genes da regido variavel a
genes de cadeia de anticorpos de comprimento completo, a genes de
fragmentos Fab ou a um gene scFv. Nestas manipulagdes, um fragmento de
DNA codificando VL ou VH ¢ operativamente ligado a outro fragmento de
DNA codificando outra proteina, tal como uma regifo constante de anticorpos
ou um ligador flexivel. A expressio “operativamente ligado”, como empregada
neste contexto, deve ser entendida como significando que os dois fragmentos
de DNA s3o unidos de tal modo que as sequéncias de aminoécidos codificadas
pelos dois fragmentos de DNA permanegam na estrutura.

O DNA isolado codificando a regido VH pode ser convertido
em um gene de cadeia pesada de comprimento completo, ligando
operativamente o0 DNA codificando VH a outra molécula de DNA codificando
as regides constantes de cadeia pesada (CH1, CH2 e CH3). As sequéncias dos
genes humanos da regifio constante de cadeia pesada sdo conhecidos na arte
(ver, por exemplo, Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences of Proteins of
Immunclogical Interest, Quinta Ediggo, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH PUblication n® 91-3242) e os fragmentos de DNA incluindo
estas regides podem ser obtidos por ampliagdo padrio do PCR. A regido.
constante de cadeia pesada pode ser uma regido constante IgG1, IgG2, IgG3,

IgA, IgE, IgM ou IgD, mas a mais preferivel é uma regifo constante IgG1 ou
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IgG4. Para um gene de cadeia pesada do fragmento Fab, o DNA codificando
VH pode ser operativamente ligado a outra molécula codificando apenas a
regido constante CH1 de cadeia pesada.

O DNA isolado codificando a regido VL pode ser convertido
em um gene da cadeia leve de comprimento completo (bem como um gene de
cadeia leve Fab), operativamente ligando o DNA codificando VL a outra
molécula de DNA codificando a regiﬁo constante de cadeia leve, CL. As
sequéncias de genes humanos da regido constante de cadeia leve sdo
conhecidos na ciéncia (ver, por exemplo, Kabat, E. A. et al. (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edig:.ﬁo, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication n® 91-3242), e os fragmentos de
DNA incluindo estas regides podem ser obtidos por ampliagdo padrdo do PCR.
A regido constante de cadeia leve pode ser uma regido constante capa ou
lambda, mas a mais preferivel € uma regido constante capa.

Paral criar um gene scFv, os fragmentos de DNA codificando
VH e VL sio operativamente ligados a outro fragmento codificando um ligador
flexivel, por exemplo, codificando a sequéncia de aminoécido (Glys-Ser), tal
que as sequéncias VH e VL podem ser expressas como uma proteina contigua
de cadeia nica, com as regides VL e VH unidas pelo ligador flexivel (ver, por
exemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; Huston et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883; McCafferty at al., Nature (1990) 348:
552-554).

Para expressar os anticorpos, ou por¢des dos anticorpos da
invengdo, os DNAs codificando as cadeias leves ¢ pesadas parciais ou de
comprimento completo, obtidos como descrito acima, sdo interseridos nos
vetores de expressdo, de tal modo que os genes sejam operativamente ligados a
sequéncias de controle transcricional e translacional. Neste contexto, a
expressdo “operativamente ligados” deve significar que um gene de anticorpo €

ligado em um vetor, de modo tal que as sequéncias de controle transcricional e
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translacional dentro do vetor servem a sua fung@o de destino, de regular a
transcri¢do € a translagdo do gene do anticorpo. O vetor de expressdo e as
sequéncias de controle da expressio sdo escolhidas para serem compativeis
com a célula hospedeira de expressdo usada. O gene de cadeia leve do
anticorpo e o gene de cadeia pesada do anticorpo, podem ser inseridos em
vetores separado ou, mais tipicamente, ambos os genes s30 inseridos no mesmo
vetor de expressio. Os genes do anticorpo sio interseridos no vetor de
expressdo por processos padrdo (por exemplo, ligagdo de sitios de restri¢do
complementar no fragmento e vetor do gene do anticorpo, ou ligagdo terminal
embotada, se nenhum sitio de restrigio estiver presente). Antes da inser¢do das
sequéncias de cadeia leve ou pesada do D2E7 ou relacionada ao D2E7, o vetor
de expressdo ja pode transportar sequéncias da regido constante de anticorpos.
Por exemplo, uma abordagem para convefter as sequéncias VH e VL do D2E7
e relacionadas a D2E7 em genes de anticorpos de comprimento completo, €
inseri-los nos vetores de expressdo ji codificando as regides constantes de
cadeia pesada e constantes de cadeia leve, respectivamente, de tal forma que o
segmento VH seja operativamente ligado ao(s) segmento(s) CH dentro do
vetor, e o segmento VL seja operativamente ligado ao segmento CL dentro do
vetor. Adicional ou aﬁernativamente, o vetor recombinante de expressdo pode
codificar um peptideo de sinal que facilita a secregdo da cadeia do anticorpo da
célula hospedeira. O gene da cadeia do anticorpo pode ser clonado dentro do
vetor, de maneira que o peptideo de sinal seja ligado na estrutura ao terminal
amino do gene da cadeia do anticorpo. O peptideo de sinal pode ser um
peptideo de sinal de imunoglobulina ou um peptideo de sinal heter6logo (isto
¢, um peptideo de sinal de uma proteina ndo imunoglobulina).

Além dos genes da cadeia dos anticorpos, 0s vetores
recombinantes de expressdo da invengdo transportam sequéncias regulatorias
que controlam a expressio dos genes da cadeia dos anticorpos em uma célula

hospedeira. A expressdo “sequéncia regulatoria” pretende incluir promotores,
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intensificadores e outros elementos de controle da expressdo (por exemplo,
sinais de poliadenilagdo), que controlam a transcrigdo ou a translagdo dos
genes da cadeia de anticorpos. Essas sequéncias regulatérias sdo descritas, por
exemplo, em Goeddel; Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Sera observado por aqueles
experientes nesta ciéncia que o projeto do vetor de expressdo, incluindo a
selecio de sequéncias regulatérias, pode depender de fatores tais como a
escolha da célula hospedeira a ser transformada, o nivel de expressdo da
proteina desejada, etc. As sequéncias regulatérias preferidas para expressdo da
célula hospedeira de mamiferos incluem os elementos virais que dirigem os
niveis elevados da expressio proteinica em células de mamiferos, tais como
promotores e/ou intensificadores derivados de citomegalovirus (CMV)(tais
como o promotor/intensificador de CMV), Virus Simio 40 (SV40) (tal como o
promotor/intensificador de SV40), o promotor principal tardio de adenovirus
(AdMLP).e polioma. Para outra descri¢do dos elementos virais regulatorios, e
de suas sequéncias, ver, por exemplo, a Patente U.S. n® 5.168.062 por Stinski, a
Patente U.S. n® 4.510.245 por Bell et al. e a Patente U.S. n® 4.968.615 por
Schaffner et al.

Além dos genes da cadeia de anticorpos e sequéncias
regulatérias, os vetores recombinantes de expressio da inven¢do podem
transportar sequéncias adicionais, tais como sequéncias que regulam a
replicacio do vetor em células hospedeiras (por exemplo, origens de
replicagio) e genes marcadores selecionaveis. O gene marcador selecionavel
facilita a sele¢do de células hospedeiras, em que o vetor tenha sido introduzido
(ver, por exemplo, as Patentes U.S. n* 4.399.216, 4.634.665 € 5.179.017, todas
por Axel et al). Por exemplo, tipicamente o gene marcador selecionavel
confere resisténcia a medicamentos, tais como G418, higromicina ou
metotrexato, em uma célula hospedeira dentro da qual o vetor tenha sido

introduzido. Os genes marcadores selecionaveis preferidos incluem o gene da
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diidrofolato redutase (DHFR) (para uso em células hospedeiras dhfr” com
selecdo/ampliagdo de metotrexato) e o gene neo (para a selegdo G418).

Para expressdo das cadeias leves e pesadas, o(s) vetor(es) de
expressdo codificando as cadeias pesadas e leves, é(sdo0) transfectado(s) dentro
de uma célula hospedeira por técnicas padrdo. As varias formas do termo
“transfec¢do” se destinam a incluir uma ampla variedade de técnicas
comumente usadas para a introdu¢io de DNA exdgeno em uma célula
hospedeira procaridtica ou eucaﬁéﬁca, por exemplo a eletroporacdo, a
precipitagdo de calcio-fosfato, a transfec¢io DEAE-dextrana, e outras. ‘Nao
obstante seja teoricamente possivel expressar o0s énticorpos da invengdo, ou em
células procaridticas, ou eucaridticas, a expressao dos anticorpos em células
eucaridticas, € mais preferivelmente células hospedeiras de mamiferos, € a mais
preferida, porque tais células eucariticas, e em particular as células de
mamiferos, sdo mais provaveis do que as células procarioticas de se agruparem
e de secretarem um anticorpo propriamente desdobrado e imunologicamente
ativo. A expressdo procaridtica dos genes dos anticorpos tem sido relatada
como ineficaz para a produg¢do de elevados niveis de anticorpo ativo (Boss, M.
A. e Wood, C. R. (1985) Immunology Today 6: 12-13).

As células hospedeiras de mamiferos preferidas para expressar
os anticorpos recofnbinantes da invengdo incluem o Ovario de Criceto
(hamster) Chinés (células CHO), incluindo as células CHO dhfr-, descritas em
Urlaub e Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216-4220, usadas
com um marcador selecionavel DHFR, por exemplo como descrito em R. J.
Kaufman ¢ P. A. Sharp (1982) Mol. Bio. 159: 601-621), células de mielomas
NSO, células COS e células SP2. Quando os vetores recombinantes de
expressdo codificando os genes de anticorpos s3o introduzidos nas células
hospedeiras de mamiferos, os anticorpos sio produzidos por cultivo das células
hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para permitir a expressdo do

anticorpo nas células hospedeiras ou, mais preferivelmente, a secre¢do do
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anticorpo no meio de cultura em que as células hospedeiras s3o cultivadas. Os
anticorpos podem ser' recuperados do meio de cultura usando-se processos
padréo de purificagdo de proteina.

As células hospedeiras também podem ser usadas para
produzirem por¢des de anticorpos intactos, tais como os fragmentos Fab ou as
moléculas scFv. Serd entendido que variagdes no procedimento acima se
acham dentro do escopo da presente invengdo. Por exemplo, pode ser desejavel
transfectar uma célula hospedeira com o DNA codificando, ou a cadeia leve,
ou a cadeia pesada (mas nio ambas) de um anticorpo desta invengdo. A
tecnologia do DNA também pode ser usada para remover algum ou todo o
DNA codificando qualquer ou ambas as cadeias leve ou pesada que ndo sejam
necessarias para ligagiio ao hTNFa.. As moléculas expressas de tais moléculas
de DNA truncadas também sdo ébrangidas pelos anticorpos da invengdo. Além
disso, podem ser produzidos anticorpos bifuncionais em que uma cadeia
pesada e uma leve sfio um anticorpo da invengo, e a outra cadeia leve e pesada
s3o especificas para um antigeno diferente do hTNFa, mediante reticulagdo de
um anticorpo da inven¢do em um segundo anticorpo, por processos padréo de
reticulagdo quimica. |

Em um sistema preferido para expressdo recombinante de um
anticorpo, ou sua porg¢do de ligagdo a antigeno, da invengdo, um vetor
recombinante de expressdo codificando tanto a cadeia pesada do anticorpo,
quanto a cadeia leve do anticorpo, € introduzido nas células CHO dhft-
mediante transfeccdo mediada por fosfato de calcio. Dentro do vetor
recombinante de expressdo, os genes de cadeia pesada e leve do anticorpo séo,
cada .um, operativamente ligados aos elementos regulatorios
intensificador/promotor (por exemplo, derivado de SV40, CMV, adenovirus e
outros, tais como um elemento regulatério do intensificador CMV/promotor
AdMLP ou um elemento regulatério do intensivicador SV40/promotor

AdMLP), para conduzir altos niveis de transcri¢50 dos genes. O vetor
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recombinante de expressdo também conduz um gene DHFR, que leva em conta
a selecio de células de CHO que tenham sido transfectadas com o vetor,
usando-se  selecdo/ampliacio de metotrexato. As células hospedeiras
transformantes selecionadas s3o cultivadas tomando em considera¢do a
expressio das cadeias de anticorpos pesada e leve e o anticorpo intacto ¢
recuperado do meio de cultura. As técnicas padrio de biologia molecular s3o
empregadas para preparar o vetor recombinante de expressdo, transfectar as
células hospedeiras, selecionar quanto aos transformantes, cultivar as celulas
hospedeiras e recuperar o anticorpo do meio de cultura.

Em vista do acima, outro aspecto da invencdo diz respeito a
composicdes de acido nucleico, vetor e células hospedeiras, que podem ser
usados para expressio recombinante dos anticorpos e porgdes dos anticorpos
da invencdo. A sequéncia de nucleotideos codificando a regido variavel de
cadeia leve D2E7 é apresentada na Figura 7 e na SEQ ID NO: 36. O dominio
CDR1 do LCVR encerra os nucleotideos 70 a 102, o dominio CDR2 encerra os
nucleotideos 148 a 168, ¢ o dominio CDR3 encerra os nucleotideos 265 a 291.
A sequéncia de nucleotideos codificando a regido varidvel de cadeia pesada
D2E7 é mostrada na Figura 8 e na SEQ ID NO: 37. O dominio CERI do
HCVR encerra os nucleotideos de 91 a 105, o dominio CDR2 encerra os
nucleotideos 148 a 190, ¢ o dominio CDR3 encerra os nucleotideos 295-330.
Sera observado pelos técnicos experientes que as sequéncias de nucleotideos
codificando os anticorpos relacionados com D2E7, ou porgdes destes (por
exemplo, um dominio de CDR, tal como um dominio de CDR3), podem ser
derivadas das sequéncias de nucleotideos codificando as LCVR ¢ HCVR do
D2E7, usando-se o codigo genético e as técnicas padrdo de biologia molecular.

Em uma modalidade, a invengdo prové um acido nucleico
isolado codificando um dominio de CDR3 de cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 3 (isto é, o CDR3 VL do D2E7), ou

modificado da SEQ ID NO: 3 por uma substitui¢do tnica de alanina nas
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posigdes 1, 4, 5, 7 ou &, ou por um a cinco substituicdes conservativas de
amino4cidos nas posi¢des 1, 3, 4, 6, 7, 8 e/ou 9. Este acido nucleico pode
codificar apenas a regido do CDR3 ou, mais preferivelmeﬁte, codifica uma
regido variavel inteira de cadeia leve de anticorpos (LCVR). Por exemplo, 0
4dcido nucleico pode codificar uma LCVR tendo um dominio CDR2
compreendendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 5 (isto ¢, o CDR2
VL do D2E7) e um dominio CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 7 (isto é, 0o CDR1 VL do D2E7).

Em outra modalidade, a invengdo prové um &cido nucleico
isolado codificando um dominio CDR3 de cadeia pesada, compreendendo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 4 (isto é, 0 CDR3 VH do D2E7), ou
modificado da SEQ ID NO: 4 por uma substitui¢io unica de alanina nas
posigdes 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 ou 11, ou por de um a cinco substitui¢Ges de
aminoacidos conservativos nas posi¢des 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 e/ou 12. Este
4cido nucleico pode codificar apenas a regido CDR3 ou, mais preferivelmente,
codifica uma regifio inteira variavel de cadeia pesada do anticorpo (HCVR).
Por exemplo, o acido nucleico pode codificar uma HCVR tendo um dominio
CDR2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6 (isto €, 0
CDR2 VH do D2E7) e um dominio CDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 8 (isto ¢, 0o CDR1 VH do D2E7).

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové acidos nucleicos
isolados codificando um dominio CDR3 relacionado a D2E7, por exemplo
compreendendo uma sequéncia de aminoédcidos selecionada do grupo
consistindo de: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ
ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO:
30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 e SEQ
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ID NO: 35.

Em ainda outra modalidade, a invengfo prové um &cido
nucleico isolado codificando uma regido variavel de cadeia leve de anticorpos,
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 1 (isto ¢,a LCVR

do D2E7). Preferivelmente, este 4cido nucleico compreende a sequéncia de

nucleotideos da SEQ ID NO: 36, nio obstante o técnico versado observe que,

devido & degeneragdo do codigo genético, outras sequéncias de nucleotideos
podem codificar a sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO: 1. O acido
nucleico pode codificar apenas a LCVR ou pode também codificar uma regido
constante de cadeia leve de anticorpos, operativamente ligada a LCVR. Em
uma modalidade, este acido nucleico estd em um vetor recombinante de
expressao.

Em ainda outra modalidade, a invengdo prové um acido
nucleico isolado codificando uma regiio varidvel de cadeia pesada de
anticorpos, compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2 (isto
¢, a HCVR do D2E7). Preferivelmente, este acide nucleico compreende a
sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 37, embora os técnicos versados
observem que, devido a degeneragdo do éédigo genético, outras sequéncias de
nucleotideos podem codificar a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2. O
4cido nucleico pode codificar apenas a HCVR ou pode também codificar uma
regifio constante de cadeia pesada, operativamente ligada & HCVR. Por
exemplo, o 4cido nucleico pode compreender uma regifo constante IgG1 ou
IgG4. Em uma modalidade, este 4cido nucleico estd em um vetor recombinante
de expressao.

A expressdo ainda prové vetores recombinantes de expresséo,
codificando tanto uma cadeia pesada de anticorpos, quanto uma cadeia leve de
anticorpos. Por exemplo, em uma modalidade, a inven¢do prov€ um vetor
recombinante de expressdo codificando:

a) uma cadeia leve de anticorpos tendo uma regido variavel
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compreendcndo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 1 (isto é, a LCVR
do D2E7); e o

b) uma cadeia pesada de anticorpos tendo uma regido varigvel
compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2 (isto €, a HCVR
do D2E7).

A invengdo também prové células hospedeiras em que um ou
mais dos vetores recombinantes de expressdo da 'invengéo tenha sido
introduzido. De preferénéia, a célula hospedeira ¢ uma célulé hospedeira de
mamifero, mais preferivelmente a célula hospedeira é uma célula CHO, uma
célula NSO ou uma célula COS. |

Ainda mais, a invencdo prové um processo de sintetizagdo de
um anticorpo recombinante humano da inven¢fo, mediante cultivo de uma
célula hospedeira da invengdo em um meio de cultura adequado, at€¢ que um
anticorpo recombinante humano da inveng3o seja sintetizado. O processo pode
ainda corhpreender o isolamento do anticorpo recombinante humano do meio
de cultura.

III. Selecdo de anticorpos recombinantes humanos

Os anticorpos recombinantes de humanos da invengdo, além
dos anticorpos D2E7 ou relacionados com D2E7 aqui apresentados, podem ser
isolados mediante exame de uma colecio de anticorpos recombinantes
combinatdrios, preferivelmente uma colegdo de apresentagdo de fago scFv,
preparada usando-se cDNAs VL e VH humanos preparados do mRNA
derivado de linfécitos humanos. As metodologias para se preparar e examinas
tais cole¢des sdo conhecidas na técnica. Além de comercialmente disponiveis
os kits. para gerar colecdes de apresentagdo de fago (por exemplo, o
Recombinant Phage Antibody System da Pharmacia, catalogo n® 27-9400-01; e
o kit de apresentag@o de fago SurfZAP® da Stratagene, catalogo n® 240612),
exemplos de processos e reagentes particularmente acessiveis para uso na

geracdo e no exame de colegdes de apresentagdo de anticorpos podem ser



10

15

20

25

39

encontrados, por exemplo, em Ladner et al., Patente U.S. n* 5.233.409; Kang et
al. Publicagio PCT WO 92/18619; Dower et al. Publicagio PCT WO
91/17271; Winter et al. Publicagdo PCT WO 92/20791; Karkland et al.,
Publicaciio PCT WO 92/15679; Breitling et al. Publicagdo PCT WO 93/01288;
McCafferty et al. Publicagio PCT WO 92/01047; Garrard et al. et al.
Publicagdo PCT WO 92/09690; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9: 1370-
1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod Hybridomas 3: 81-—85; Huse et al. (1989)
Science 246: 1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348: 552-554;
Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734; Hawkins ef al. (1992) J Mol Biol
226: 889-896; Clackson et al. (1991) Nature 352: 624-628; Gram et al. (1992)
PNAS 89: 3576-3580; Garrad et al. (1991) Bio/Technology 9: 1373-1377;
Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19. 4133-4137; e Barbas et al. (1991)
PNAS 88: 7978-7982.

Em uma modalidade preferida, para isolar anticorpos humanos
com alta afinidade e uma constante baixa do indice de dissociagdo para
hTNFo, um anticorpo anti-hTNFa de murinos, tendo alta afinidade € uma
baixa constante do indice de dissociagfio para hTNFa (por exemplo MAK 195,
o hibridoma cujo niimero de depésito ¢ ECACC 87 050801), ¢ primeiro usado
para selecionar sequéncias de cadeia pesada e leve de humanos, tendo
atividade de ligagiio semelhante proxima a hTNFo, usando impressdo de
epitopo ou selegio guiada, processos descritos em Hoogenboom et al.,
Publicagio PCT WO 93/06213. As colegdes de anticorpos usadas neste
processo sdo de preferéncia colegdes de scFv preparadas e triadas conforme
descrito em McCafferty et al. Publicagio PCT WO 92/01047, McCafferty et
al., Nature (1990) 348: 552-554; e Griffiths et al., (1993) EMBO J 12: 725-
734. As colecdes de anticorpos de scFv preferivelmente sdo triadas usando-se
TNFa recombinante humano como o antigeno.

Uma vez os segmentos iniciais VL e VH humanos sejam

selecionados, as experiéncias de “mistura e uni%o”, em que diferentes pares dos
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segmentos VL e VH inicialmente selecionados sio triados quanto a ligagio de
hTNFo, sdo realizadas para selecionar as combinagdes de pares VL/VH.
preferidas. Adicionalmente, para ainda methorar a afinidade e/ou reduzir a
constante do indice de dissociagdo para a ligagdo de hTNFa., os segmentos VL
e VH do(s) par(es) VL/VH preferido(s) podem ser aleatoriamente modificados,
preferivelmente dentro da regifio do CDR3 de VH e/ou VL, em um processo
analogo ao processo de mutagdo somdtica in vivo responsavel quanto a
maturaciio da afinidade dos anticorpos durante uma natural resposta imune.
Esta maturacio da afinidade in vitro pode ser realizada mediante ampliag::io das
regides VH e VL usando-se os iniciadores do PCR complementar a0 CDR3
VH ou CDR3 VL, respectivamente, cujos iniciadores foram “reforgados” com
uma mistura aleatéria das quatro bases de nucleotideos em certas posigdes tais,
que os produtos de PCR resultantes codificam os segmentos VH ¢ VL em que
as mutacdes aleatérias foram introduzidas nas regies CDR3 VH e/ou VL.
Estes segmentos VH e VL aleatoriamente modificados podem ser re-
examinados quantb a ligagdo a hTNFa e sequéncias que apresentam alta
afinidade e um baixo indice de dissociagdo, para que a ligagdo hTNFa possa
ser selecionada.

As sequéncias de aminoéacidos das cadeias pesadas ¢ leves
selecionadas dos anticorpos podem ser comparadas a sequéncias de
aminoacidos de cadeia pesada e leve da linha germinativa. Em casos onde
certos residuos da estrutura das cadeias selecionadas de VL e/ou VH difiram da
configuragio da linha germinativa (por exemplo como um resultado da
mutagio somatica dos genes de imunoglobulina usados para preparar a cole¢do
de fago), pode ser desejavel “reverter a mutagiio” dos residuos alterados da
estrutura dos anticorpos selecionados, & configuragdo da linha germinativa (isto
é, modificar as sequéncias de aminodcidos da estrutura dos anticorpos
selecionados, de modo que eles sejam os mesmos das sequéncias da linha

germinativa de aminoécidos da estrutura). Tal “reversio da muta¢do” (ou
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“linhagem de germinagio™) dos residuos da estrutura pode ser realizada por
processos padrdo da biologia molecular, mediante introdu¢do de mutagdes
especificas (por exemplo, mutagénese dirigida ao sitio; mutagénese mediada
por PCR, e outras).

Em seguida a triagem e isolamento de um anticorpo anti-
hTNFo da invengdo a partir de uma cole¢do de apresentagdo da
imunoglobulina recombinante, o acido nucleico codificando o anticorpo
selecionado pode ser recuperado do pacote de apresentacdo (por exemplo, do
genoma do fago) e subclonado dentro de outros vetores de expressdo mediante
técnicas padrdo de DNA recombinante. Se desejavel, o acido nucleico pode ser
ainda manipulado para criar outras formas de anticorpos da invengdo (por
exemplo, ligadas a acido nucleico codificando dominios adicionais de
imunoglobulina, tais como regides constantes adicionais). Para expressar um
anticorpo  humano recombinante isolado por triagem de uma colegdo
combinatéria, 0 DNA codificando o anticorpo € clonado dentro de um vetor
recombinante de expressdo e introduzido em células de um hospedeiro
mamifero, como descrito em mais detalhes na Se¢do II acima.

IV Composicdes farmacéuticas e administracio farmacéutica

Os anticorpos e as por¢des de anticorpos da invengdo podem
ser incorporados nas composi¢des farmacéuticas adequadas para administrag@o
a um individuo. Tipicamente, a composi¢do farmacéutica compreende um
anticorpo ou por¢do do anticorpo da invengdo, € um portador
farmaceuticamente  aceitavel.  Como aqui  empregado, “portador
farmaceuticamente aceitdvel” inclui qualquer e todos os solventes, meios de
dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos e antifingicos, agentes
isoténicos e de retardamento da absorgo, e outros que sejam fisiologicamente
compativeis. Exemplos de portadores farmaceuticamente aceitaveis incluem
um ou mais dentre agua, solucio salina, solug¢io salina tamponada com fosfato,

dextrose, glicerol, etanol e outros, bem como as combinagGes destes. Em
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rhuitos casos, sera preferivel incluir agéntes isotdnicos, por exemplo agucares,
polialcoois como manitol, sorbitol ou cloreto de sédio, na composigéo.
Portadores farmaceuticamente aceitiveis podem ainda compreender
quantidades secundarias de substincias auxiliares, tais como agentes
umectantes ou emulsificantes, preservativos ou tampdes, que intensifiquem a
vida de prateleiré ou a eficacia do anticorpo ou da porgio de anticorpo.

As composigdes desta invengdo podem estar em uma variedade
de formas. Estas incluem, por exemplo, formas de dosagem liquida, semi-
solida e sélida, tais como solugdes liquidas (por exemplo, solugdes injetaveis e
infusiveis), dispersdes ou suspensdes, tabletes, pilulas, pds, lipossomas e
supositorios. A forma preferida depende da modalidade pretendida de
administracdio e da aplicagio terapéutica. Composi¢des tipicas preferidas s&o
na forma de solugles injetdveis e infusi\}eis, tais como composi¢des
semelhantes aquelas usadas para imunizagdo passiva de seres humanos com
outros anticorpos. A modalidade preferida de administraggo € a parenteral (por
exemplo, intravenosa, subcutinea, intraperitoneal, intramuscular). Em uma
modalidade preferida, o anticorpo é administrado por infusdo ou injecdo
intravenosa. Em outra modalidade preferida, o anticorpo € administrado por
injegdo intramuscular ou subcuténea.

As composigdes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis e
estaveis sob as condicdes de fabricagdo e de armazenagem. A composi¢do pode
ser formulada como uma solucdo, microemulsdo, dispersdo, lipossoma, ou
como outra estrutura regular adequada em alta concentragéo do medicamento.
As solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas por incorpora¢do do
composto ativo (isto é, o anticorpo ou a porgdo do anticorpo) na quantidade
requerida em um solvente apropriado com um ingrediente ou uma combinac&o
de ingredientes, enumerados acima, conforme necessario, seguido por
esterilizagio por filtragem. Em geral, as dispersdes sdo preparadas por

incorporagio do composto ativo em um veiculo estéril que contenha um meio
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basico de dispersdo e os outros ingredientes requeridos daqueles enumerados
acima. No caso de pos estéreis para a preparagdo de solugbes injetaveis
estéreis, os processos preferidos de preparagdo s3o a secagem a Vacuo € a
secagem por congelamento, que produz um pd do ingrediente ativo mais
qualquer ingrediente adicional desejavel de uma sua solug@o previamente
esterilizado por filtragem. A fluidez apropriada de uma solugdo pode ser
mantida, por exemplo, pelo uso de um revestimento tal como lecitina, pela
manuten¢@o do tamanho de particula requerido no caso de dispersdo, e pelo
uso de tensoativos. A absorciio prolongada de composi¢des injetaveis pode ser
realizada por inclusio na composi¢do de um agente que retarde a absor¢ao, por
exemplo sais de monoestearato e gelatina.

Os anticorpos e as por¢des de anticorpos da presente invengio
podem ser administrados por uma variedade de processos conhecidos da arte,
nio obstante, para muitas aplicagdes terapéuticas, a via/modalidade preferidas
de administragdo sejam a inje¢do intravenosa ou a infusio. Como serad
observado pelo técnico experiente, a via e/ou modalidade de administragio
variarad na dependéncia dos resultados desejados. Em certas modalidades, o
composto ativo pode ser preparado com um portador que o proteja contra a
rapida liberagdo, tal como uma formulagio de liberagdo controlada, incluindo
implantes, emplastros transdérmicos e sistemas microencapsulados de
liberagdo. Polimeros biodegradéveis e biocompativeis podem ser usados, tais
como acetato vinilico de etileno, polianidridos, acido poliglicélico, colageno,
poliortoésteres e acido polilatico. Muitos processos para a preparagdo de tais
formulagdes s3o patenteados ou em geral conhecidos daqueles experientes
nesta ciéncia. Ver, por exemplo, Sustained and Contolled Release Drug
Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1978.

Em certas modalidades, um anticorpo ou porgdo de anticorpo
da invengéo podem ser oralmente administrados, por exemplo com um diluente

inerte ou um portador assimilavel pela alimentagdo. O composto (e outros
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ingredientes, se desejavel) pode também ser incluido em uma cépsula de
gelatina de cobertura externa dura ou macia, comprimido em tabletes ou
incorporado diretamente na dieta do individuo. Para administragdo oral, os
compostos podem ser incorporados com excipientes e usados na forma de
tabletes deglutiveis, tabletes bucais, pastilhas, cépsulas, elixires, suspensdes,
xaropes, hostias, e outros. Para administrar um composto da invengdo por
administra¢do diferente da parenteral, pode ser necessario revesti-lo, ou co-
administra-lo, com um material para evitar sua inativagao.

Os compostos suplementares ativos também podem ser
incorporados nas composi¢des. Em certas modalidades, um anticorpo ou
porc¢do do anticorpo da invengio sfo co-formulados e/ou co-administrados com
um ou mais agentes terapéuticos adicionais, que sejam uteis para tratar os
distirbios em que a atividade do TNFa seja prejudicial. Por exemplo, um
anticorpo ou por¢do de anticorpo da invengio, anti-hTNFa, podem ser co-
formulados e/ou co-administrados com um ou mais anticorpos adicionais que
se liguem a outros alvos (por exemplo, anticorpos que ligam outras citocinas
ou que ligam moléculas superficiais das células), uma ou mais citocinas,
receptor de TNFa soluvel (ver, por exemplo, a Publicagio PCT WO 94/06476)

e/ou um ou mais agentes quimicos que inibam a producdo ou a atividade do

hTNFo (tais como derivados de cicloexano-ilideno, como descrito na

Publicagio PCT WO 93/19751). Além do mais, um ou mais anticorpos da
invengdo podem ser usados em combinagio com dois ou mais dos agentes
terapéuticos acima citados. Tais terapias de combina¢io pode vantajosamente
utilizar menores dosagens dos agentes terapéuticos administrados, assim
evitando possiveis toxicidades ou complicacbes associadas com as varias
monoterapias.

Exemplos ndo limitativos dos agentes terapéuticos para artrite
reumatdide, com os quais um anticorpo ou por¢io de anticorpo da inven¢&o

podem ser combinados, incluem os seguintes: medicamento(s)
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antiinflamatério(s) nfo esteréide(s) (NSAIDs); medicamento(s) anti-
inflamatério(s) supressivo(s) de citocina (CSAIDs); CDP-571/BAY-10-3356
(anticorpo humanizado anti-TNFa; Ceiltech/Bayer); cA2 (anticorpo quimérico
anti-TNFa; Centocor); 75 kgTNFR-IgG (receptor TNF de 75 kD-proteina de
fusdo IgG; Immunex; ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol.

37, S295; J. Invest. Med. (1996) Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (receptor

TNF de 55 kD-proteina de fusio IgG; Hoffmann-LaRoche); IDEC-CE9,1/SB
210396 (anticorpo anti-CD4 primatizado nfo depletivo; IDEC/SmithKline; ver,
por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1995) Vol. 38, S185); DAB 486-IL-2
e/ou DAB 389-IL-2 (proteinas de fusdo IL-2; Seragen; ver, por exemplo,
Arthritis & Rheumatism (1993) Vol. 36, 1223); Anti-Tac (anti-IL-2Ra
humanizado; Laboratérios de Modelos de Proteinas/Roche); IL-4 (citocina
antiinflamatoria; DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; IL-10 recombinante,
citocina antiinflamatéria; DNAX/Schering); agonistas IL-4; IL-10 e/ou IL4
(por exerhplo, anticorpos agonistas); IL-1RA (antagonista receptor IL-1;
Synergen/Amgen); TNF-bp/s-TNFR (proteina de ligagdo de TNF soluvel; ver,
por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento),
S284); Amer. J. Physiol. - Heart and Circulatory Physiology (1995) Vol. 268,
pp. 37-42); R973401 (inibidor de fosfodiesterase tipo IV; ver, por exemplo,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N® 9 (suplemento) S282); MK-966
(Inibidor COX-2; ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N*
9 (suplemento) S81); Iloprost (ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism
(1996) Vol. 39, N® 9 (suplemento), S82); metotrexato; talidomida (ver, por
exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N2 9 (suplemento), S282) e
medicamentos relacionados com talidomida (por exemplo Celgen);
leflunomida (antiinflamatério e inibidor de citocina; ver, por exemplo, Arthritis
& Rheumatism (1996) Vol. 39, N* 9 (suplemento), S131; Inflammation
Research (1996) Vol. 45, pp. 103-107); 4cido tranexamico (inibidor da

ativagio plaminogénica; ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
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39, N® 9 (suplemento), S284); T-614 (inibidor de citocina; ver, por exemplo,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N® 9 (suplemento, S282);
prostaglandina E1 (ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39,
N° 9 (suplemento), S282); Tenidap (medicamento antiinflamatério ndo
esterdide; ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N* 9
(suplemento), S280); Naproxeno (medicamento antiinflamatorio ndo esteroide;
ver, por exemplo, Neuro Report (1996) Vol. 7, pp. 1209-1213); Meloxicam
(medicamento antiinflamatério n3o esterdide); Ibuprofeno (medicamento
antiinflamatério nfio esterdide); Piroxicam (medicamento antiinflamatério néo
esterdide); Diclofenac (medicamento antiinflamatério ndo esteroide);
Indometacina (medicamento antiinflamatério nio esterdide); Sulfassalazina
(ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N2 9 (suplemento),
S281); Azatioprina (ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39,
N2 9 (suplemento), S281); inibidor ICE (inibidor da enzima de conversdo da
enzima interleucina-1-B); zap-70 e/ou inibidor Ick (inibidor da tirosina cinase
zap-70 ou Ick); inibidor VEGF e/ou inibidor VEGF-R (inibidor do fator de
crescimento da célula endotelial vascular ou receptor do fator de crescimento
da célula endotelial vascular; inibidores de angiogénese); medicamentos
antiinflamatérios corticosterdides (por exemplo, SB203580); inibidores TNF-
convertase; anticorpos anti-IL-12; interleucina-11 (ver, por exemplo, Arthritis
& Rheumatism (1996) Vol. 39, N° 9 (suplemento), S296); interleucina-13 (ver,
por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, N* 9 (suplemento),
S308); inibidores de interleucina-17 (ver, por exemplo, Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol. 39, N® 9 (suplemento), S120); ouro; penicilamina;
cloroquina; hidroxicloroquina; clorambucil; ciclofosfamida; cicloesporina;
irradiagdio linféide total; globulina anti-timécito; anticorpos anti-CD4; toxinas
CDS5; peptideos e colageno administrados oralmente; dissodio lobenzarit;
Agentes de Regulagio da Citocina (CRAs) HP228 e HP466 (Houghten

Pharmaceuticals, Inc.); oligodeoxinucleotideos de fosforotioato anti-sentido
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ICAM-1 (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 de complemento
soluvel (TP10; T Cell Sciences, Inc.); predinisona; orgoteina; polissulfato de
glicosaminoglicano; minociclina; anticorpos anti-IL2R; lipideos marinhos e
botanicos (4cidos graxos de peixes e de sementes de plantas; ver, por exemplo,
DeLuca et al. (1995) Rheum. Dis. Clin. North Am. 21: 759-777); auranofina;
fenilbutazona; 4cido meclofendmico; acido flufendmico; globulina imune
intravenosa; zileuton, acido micofendlico (RS-61443); tacrolimus (FK-506);
sirolimus  (rapamicina);  amiprilose  (terafectina);  cladribina (2-
clorodeoxiadenosina); e azaribina.

Exemplos n3o limitativos de agentes terapéuticos para doenga
inflamatéria do intestino, com os quais um anticorpo, ou porgdo do anticorpo,
da inveng3o podem ser combinados, incluem os seguintes: budenosida; fator de
crescimento  epdérmico;  corticosteréides;  ciclosporina, sulfassalazina;
aminosalicilatos; 6-mercaptopurina; azatioprina; metronidazol; inibidores de
lipoxigenase; mesalamina; olsalazina; balsalazida; antioxidantes; inibidores de
tromboxano; antagonistas receptores IL-1; anticorpos monoclonais anti-IL-1-B;
anticorpos monoclonais anti-IL-6; fatores de crescimento; inibidores de
elastase; compostos de piridinil-imidazol; CDP-571/BAY-10-3356 (anticorpo
anti-TNFa, humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticorpo quimérico anti-
TNFa; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (receptor TNF 75 kD-proteina de fusdo
IgG; Immunex; ver por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37,
S295: J. Invest. Med. (1996) Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (receptor TNF
55 kD-proteina de fusfio IgG; Hoffmann-LaRoche); interleucina-10 (SCH
52000; Schering Plough); agonistas IL-4; IL-10 e/ou IL-4 (por exemplo,
anticorpos agonistas); interleucina-11; pré-medicamentos de prednisolona,
dexametasona ou budesonida conjugados com glicuronideo ou dextrana;
oligodeoxinucleotideos de fosforotioato antissentido ICAM-1 (ISIS 2302; Isis
Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 de complemento soluvel (TP 10; T Cell

Sciences, Inc.); mesalazina de liberagiio lenta; metotrexato; antagonistas do
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Fator de Ativagdo de Plaquetas (PAF); ciprofloxacina; e lignocaina.

Exemplos no limitativos de agentes terapéuticos para esclerose
multipla, com os quais um aﬁﬁcorpo, ou porgdo de anticorpos, da invengdo
podem ser combinados, incluem os seguintes: corticosterdides; prednisolona;
metilprednisolona; azatioprina; ciclofosfamida; cicloesporina; metotrexato; 4-
aminopiridina; tizanidina; interferon-p la (AvonexTM; Biogen); interferon-p 1b
(BseronTM; Chiron/Berlex); copolimero 1 (Cop-1; CopaxoneTM; Teva
Pharmaceutical Industries, Inc.); oxigénio hiperbarico; imunoglobulina
intravenosa; clabribina; CDP-571/BAY-10-3356 (anticorpo anti-TNFa
humanizado; Celltech/Bayer); cA2 (anticorpo quimérico anti-TNFa;
Centocor); 75 kdTNFR-IgG (receptor TNF 75 kD-proteina de fusdo IgG;
Immunex; ver, por exemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295); J.
Invest. Med. (1996) Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (receptor TNF 55 kD-
proteina de fusdo IgG; Hoffmann-LaRoche); agonistas IL-10; IL-4; e IL-10
e/ou IL-4 (por exemplo, anticorpos agonistas).

Exemplos ndo limitativos de agentes terapéuticos para a sépsis,
com 0s quais um anticorpo, ou por¢io de anticorpo, da invengdo, podem ser
combinados, incluem os seguintes: solugdes salinas hipertdnicas; antibioticos;
gamaglobulina intravenosa; hemofiltragio continua; carbapenemas (por
exemplo, meropenama); antagonistas de citocinas, tais como TNFa, IL-1-B,
IL-6 e/ou IL-8; CDP-571/BAY-10-3356 (anticorpo anti-TNFo humanizado;
Celltech/Bayer); cA2 (anticorpo quimérico anti-TNFa; Centocor); 75
kdTNFR-IgG (receptor TNF 75 kD-proteina de fusdo IgG; Immunex; ver, por
exemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295); J. Invest. Med.
(1996) Vol. 44, 235A); 55 kdTNFR-IgG (receptor TNF 55 kD-proteina de
fusio IgG; Hoffmann-LaRoche); Agentes de regulagdo da citocina (CRAs)
HP228 e HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); SK&F 107647 (peptideo de
molecular baixo; SmithKline Beecham); guanil-hidrazona CNI-1493 (Picower
Institute); Inibidor da via do fator tecido (TFPI; Chiron); PHP (hemoglobina
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quimicamente modificada; APEX Bioscience); quelantes e quelatos de ferro,
incluindo o complexo é4cido dietilenotriamina pentaacético - ferro (III) (DTPA
ferro (III); Molichevaedicines); lisofilina (metilxantina sintética de molécula
pequena; Cell Therapeutics, Inc.); PGG-glicano (B-1,3-glicano; Alpha-8
Technology); apolipoproteina A-1 reconstituida com lipideos; &cidos quirais
hidroxamicos (antibacterianos sintéticos que inibem a biossintese do lipideo
A); anticorpos anti-endotoxinas; ES5531 (antagonista sintético ‘do lipideo A;
Eisai America, Inc.); rBPIl,; (fragmento recombinante N-terminal de
bactericida/proteina de aumento da permeabilidade humano); e peptideos
sintéticos anti-endotoxinas (SAEP; BiosYnth Research Laboratories);

Exemplos ndo limitativos de agentes terapéuticos para a
sindrome da angustia respiratdria do adulto (ARDS), com os quais um
anticorpo, ou por¢do de anticorpo, da invencdo, podem ser combinados,
incluem os seguintes: anticorpos anti-IL-8; terapia de substitui¢do do
tensoativo; CDP-571/BAY-10-3356 (anticorpo anti-TNFa, humanizado;
Celltech/Bayer); cA2 (anticorpo quimérico anti-TNFa; Centocor); 75
kdTNFR-IgG (receptor TNF 75 kD-proteina de fusio IgG; Immunex; ver, por
exemplo, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295); J. Invest. Med.
(1996) Vol. 44, 235A); e 55 kdTNFR-IgG (receptor TNF 55 kD-proteina de
fusdo IgG; Hoffmann-LaRoche).

O uso dos anticorpos, ou por¢des de anticorpos, da inveng3o,
em combinagdo com outros agentes terapéuticos, ainda € discutido na subsegdo
IV.

As composigdes farmacéuticas da inveng@o podem incluir uma
“quantidade terapeuticamente eficaz” ou uma “quantidade profilaticamente
eficaz” de um anticorpo ou porgdo de anticorpo da invengéo. Uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” se refere a uma quantidade eficaz, em dosagens e por
periodos de tempo necessarios, para se obter o desejado resultado terapéutico.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpb ou por¢do de anticorpo
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pode variar de acordo com fatores tais como o estado da doenga, a idade, o
sexo e o peso do individuo, e a capacidade do anticorpo ou por¢do de anticorpo
de eliciar uma resposta desejada no individuo. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz também ¢é aquela em que quaisquer efeitos toxicos ou
prejudiciais do anticorpo ou porgdo do anticorpo sdo excedidos em importancia
pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma “quantidade profilaticamente
eficaz” se refere a uma quantidade eficaz, em dosagens e por periodos de
tempo necessarios, para se obter o desejado resultado profilatico. Tipicamente,
urha vez que uma dose profilatica seja usada em individuos antes ou em um |
estagio precoce da doenga, a quantidade profilaticamente eficaz serd menor do
que a quantidade terapeuticamente eficaz.

Os regimes de dosagem podem ser ajustados para prover a
resposta 6tima desejada (por exemplo, uma resposta terapéutica ou profilatica).
Por exemplo, um bolo unico pode ser administrado, varias doses divididas
podem ser administradas através do tempo ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada, conforme indicado pelas
exigéncias da situagdo terap€utica. E especialmente vantajoso formular
composi¢Bes parenterais na forma unitaria de dosagem para facilidade de
administra¢do e uniformidade da dosagem. A forma unitaria de dosagem, como
aqui usada, se refere a unidades fisicamente discretas adequadas como
dosagens unitirias para os individuos mamiferos a serem tratados, cada
unidade contendo uma quantidade predeterminada do composto ativo
calculada para produzir o efeito terapéutico desejado, em associagdo com 0
portador farmacéutico requerido. A especificagio quanto as formas unitarias de
dosagem da invengdo ¢ ditada pelas, e diretamente dependente das (a)
caracteristicas unicas do composto ativo e do efeito especifico terapéutico ou
profilatico a ser obtido, e (b) limitagdes inerentes na arte para compor um tal
composto ativo para o tratamento da sensibilidade nos individuos.

Um exemplo de faixa nfo limitativa para uma quantidade
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terapeuticamente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo ou por¢io de
anticorpo da invengdo, ¢ de 0,1 a 20 mg/kg, mais preferivelmente de 1 a 10
mg/kg. Deve-se observar que os valores da dosagem podem variar com o tipo €
gravidade das condi¢Ges a serem aliviadas. Deve ficar ainda entendido que,
para qualquer individuo particular, os regimes especificos de dosagem devem
ser ajustados através do tempo, de acordo com a necessidade individual € com
o julgamento profissional da pessoa que estiver administrando ou
supervisionando a administragdo das composi¢des, € que as faixas de dosagem
aqui apresentadas sdo apenas exemplos, € ndo se pretende limitar o escopo ou a
pratica da composi¢ao reivindicada.
IV. Usos dos anticorpos da inven¢io

Dada sua capacidade para ligar-se a hTNFa., os anticorpos anti-
hTNFa, ou suas por¢des, da invengdo, podem ser usados para detectar hTNFa.
(por exemplo, em uma amostra bioldgica, tal como soro ou plasma), usando-se
um imunoensaio convencional, tal como uma analise imunoabsorvente ligado a
enzima (ELISA), uma radioimunoanalise (RIA) ou imunoistoquimica em
tecidos. A invengfo prové um processo para detectar hTNFo em uma amostra
biologica compreendendo colocar em contato uma amostra bioldgica com um
anticorpo, ou por¢io de anticorpo, da inveng¢3o, e detectar, ou o anticorpo (ou
por¢do de anticorpo) fixado a hTNFa, ou o anticorpo (ou porgéo de anticorpo)
ndo fixado, para dessa forma detectar o hTNFo na amostra biolégica. O
anticorpo € direta ou indiretamente rotulado com uma substancia detectavel,
para facilitar a detecgdo ou o anticorpo fixado ou nio fixado. Substéncias
detectaveis adequadas incluem varias enzimas, grupos prostéticos, materiais
fluorescentes, materiais luminescentes e materiais radioativos. Exemplos de
enzimas adequadas incluem a peroxidase da raiz forte, a fosfatase alcalina, a B-
galactosidase, ou a acetilcolinesterase; exemplos de complexos de grupos
prostéticos adequados incluem estreptavidina/biotina e avidina/biotina;

exemplos de materiais fluorescentes adequados incluem a umbeliferona, a
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fluoresceina, o isotiocianato de fluoresceina, a rodamina, a fluoresceina
diclorotriazinilamina, o cloreto de dansil ou a ficoeritrina; um exemplo de um
material luminescente inclui o luminol; e exemplos de material radioativo
adequado incluem 17 BT 3G ou °H.

Alternativa para rotular 0 anticorpo, o hTNFo pode ser
ensaiado em fluidos bioldgicos por um imunoensaio de competigo, utilizando
padrdes de thTNFa rotulados com uma substincia detectavel e um anticorpo
anti-hTNFa n3o rotulado. Neste ensaio, a amostra bioldgica, os padrdes de
rthTNFa rotulados e o anticorpo anti-hTNFa. s3o combinados € a quantidade de
padrio thTNFa rotulado fixada ao anticorpo ndo rotulado € determinada. A

quantidade de hTNFa. na amostra bioldgica ¢ inversamente proporcional a

~ quantidade do padrio de thTNFa rotulado fixado ao anticorpo anti-hTNFa.

Um anticorpo D2E7 da inveng&o também pode ser usado para
detectar TNFo’s de outras espécies que ndo os seres humanos, em particular
TNFo’s de primatas (por exemplo chimpanz¢, babuino, sagii, cynomolgus e
reso), de porco e de camundongo, uma vez que o D2E7 pode ligar-se a cada
um destes TNFa’s (ainda discutido no Exemplo 4, subsecgéo E).

Os anticorpos e por¢des de anticorpos da inven¢do sdo capazes
de neutralizar a atividade do hTNFa, tanto in vitro quanto in vivo (ver
Exemplo 4). Além disso, pelo menos alguns dos anticorpos da invengéo, tais
como o D2E7, podem neutralizar a atividade do TNFa de outras espécies.
Consequentemente, os anticorpos e por¢des de anticorpos da inveng¢éo podem
ser usados para inibir a atividade do TNFa, por exemplo em uma cultura
celular contendo hTNFa, em individuos humanos ou em outros individuos
mamiferos tendo TNFo’s com os quais um anticorpo da invengio reaja por
cruzamento (por exemplo chimpanzé, babuino, sagiii, cynomolgus € reso, porco
ou camundongo). Em uma modalidade, a invengdo prové um processo para
inibir a atividade do TNFa, compreendendo fazer contato do TNFo com um

anticorpo ou porgdo de anticorpo da invengio, de modo tal que a atividade do
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TNFa seja inibida. De preferéncia, o TNFa ¢ TNFa humano. Por exemplo, em
uma cultura celular contendo, ou que se suspeite conter, hTNFa, um anticorpo
ou porgdo de anticorpo da invengfo pode ser adicionado ao meio de cultura,
para inibir a atividade do hTNFa na cultura.

Em outra modalidade, a invengéo prové um processo para inibir
a étividade do TNFoa em um individuo sofrendo de um distirbio em que a
atividade do TNFa seja prejudicial. O TNFa tem sido implicado na
fisiopatologia de uma ampla variedade de disturbios (ver, por exemplo,
Moeller, A. et al. (1990) Cyrokine 2: 162-169; Patente U.S. 5.231.024 a
Moeller et al.; Publicagdo da Patente Européia 260 610 B1 por Moeller, A). A
invengo prové processos quanto a atividade em um individuo sofrendo d¢ um
tal disturbio, os quais compreendem a administragdo ao individuo de um
anticorpo ou porgio de anticorpo da invengio, de tal forma que a atividade do
TNFo no individuo seja inibida. De preferéncia, o TNFo é TNFo humano, é o
individuo é um ser humano. Alternativamente, o individuo pode ser um
mamifero expressando um TNFo com o qual o anticorpo da invengdo tenha
reacdo cruzada. Ainda mais, o individuo pode ser um mamifero em que tenha
sido introduzido hTNFa. (por exemplo, por administragdo de hTNFa ou por
expressio de um transgene de hTNFa). Um anticorpo da invengdo pode ser
administrado a um ser humano com propositos terapéuticos (ainda discutido
abaixo). Além disso, um anticorpo da inven¢do pode ser administrado a um
mamifero nio humano expressando um TNFo com o qual o anticorpo tenha
reacdo cruzada (por exemplo, um primata, um porco ou um camundongo) para
finalidades veterinarias ou como um modelo animal de doenga humana. Com
referéncia a este ultimo, tais modelos animais podem ser utilizados para
avaliacdo da eficicia terapéutica dos anticorpos da invengfo (por exemplo,
teste de dosagens e cursos de tempo de administragéo).

Como aqui empregada, a expressdo “um disturbio em que a

atividade do TNFo seja prejudicial” deve ser entendida incluindo doengas €
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outros distirbios em que a presenga de TNFa, em um individuo sofrendo do
distirbio, se tenha apresentado, ou que se suspeite seja, ou o responsavel pela
fisiopatologia do distirbio, ou um fator que contribua para uma piora do
distarbio. Consequentemente, um disturbio em que a atividade do TNFa seja
prejudicial, é um disturbio em que a inibicdo da atividade do TNFa seja
esperada para aliviar os sintomas e/ou a progressio do disturbio. Tais
disturbios podem ser evidenciados, por exemplo, por um aumenta na
concentracdo de TNFo. em um fluido bioldgico de um individuo sofrendo do
distirbio (por exemplo, um aumento na concentragdo de TNFa no soro, no
plasma, no fluido sinovial, etc. do individuo), que pode ser detectado, por
exemplo, usando-se um anticorpo anti-TNFo, como descrito acima. Existem
numerosos exemplos de distirbios em que a atividade do TNFo. é prejudicial.
O uso dos anticorpos e porgdes de anticorpo da invengfo no tratamento de
disturbios especificos, ¢ discutido mais abaixo:
A. SEPSIS
O fatos de necrose tumoral tem um papel estabelecido na
fisiopatologia do sépsis, com efeitos bioldgicos que incluem a hipotensdo, a
supressdo miocardica, a sindrome do derrame vascular, a necrose de Orgdo,
estimulo da liberagio de mediadores toxicos secundarios e ativagdo da série de
coagulagdo (ver, por exemplo, Moeller, A. et al. (1990) Cytokine 2: 162-269;
Patente U.S. 5.231.024 a Moeller et al.; Publicagdo da Patente Européia 260
610 B1 por Moeller, A.; Tracey, K. J. e Cerami A. (1994) Annu. Rev. Med. 45:
491-503; Russell, D. € Thompson, R. C. (1993) Curr. Opin. Biotech. 4: 714-
721). Consequentemente, os anticorpos humanos, ¢ as por¢des de anticorpos,
da inven¢do, podem ser usados para tratar da sépsis em qualquer de seus
cenarios clinicos, incluindo ¢ choque séptico, o choque endotoxico, a s€psis
gram-negativa e a sindrome c.. .:i10que tdxico.
 Além disso, para tratar a sépsis, um anticorpo anti-hTNFa, ou

por¢do do anticorpo, da invengdo, podem ser co-administrados com um ou



10

15

20

25

55

mais agentes terapéuticos adicionais, que podem ainda aliviar a sépsis, tal
como um inibidor de interleucina-1 (como aquele descrito nas Publicagbes
PCT WO 92/16221 ¢ WO 92/17583), a interleucina-6 de citocina (ver, por
exemplo, a Publicagdio PCR WO 93/11793) ou um antagonista do fator de
ativacio de plaquetas (ver, por exemplo, a Publicagio do Pedido de Patente
Européia EP 374 510). Outras terapias de combinagdo para o tratamento da
sépsis s30 discutidas ainda na subsego III.

Adicionalmente, em uma modalidade preferida, um anticorpo
anti-TNFa. ou por¢do de anticorpo da inveng&o, ¢ administrada a um individuo
humano dentro de um subgrupo de pacientes de sépsis, tendo uma
concentracio de soro ou plasma de IL-6 acima de 500 pg/ml e, mais
preferivelmente, 1000 pg/ml, no tempo do tratamento (ver Publicagdo PCT
WO 95/20978 por Daum, L.etal).

B. DOENCAS AUTOIMUNES

O fator de necrose tumoral tem sido implicado como

desempenhando um papel na fisiopatologia de uma variedade de doengas
autoimune. Por exemplo, o TNFa tem sido implicado na ativagdo da
inflamac3o dos tecidos, causando a destrui¢do das juntas em artrite reumat6ide
(ver, por exemplo, Moeller, A et al. (1990) Cytokine 2: 162-169; Patente U.S.
5.231.024 para Moeller et al.; Publicagdo da Patente Européia 260 610 B1 por
Moeller, A.; Tracey e Cerami, acima; Arend, W. P. e Dayer, J-M. (1995) Arth.
Rheum. 38: 151-160; Fava, R. A. et al. (1993) Clin. Exp. Immunol. 94: 261-
266). O TNFo. também tem sido implicado na promogao da morte de células
das ilhotas e na media¢io da resisténcia a insulina no diabete (ver, por
exemplo, Tracey e Cerami, acima; Publicagdo PCT WO 94/08609). O TNFa
também tem sido implicado em mediar a citotoxicidade a oligodendrécitos e
indugio de placas inflamatérias em esclerose miltipla (ver, por exemplo,
Tracey e Cerami, supra). Os anticorpos anti-hTNFa de murinos quiméricos e

humanizados, tém sido submetidos a teste clinico para tratamento da artrite
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reumatoide (ver, por exemplo, Elliott, M. J., ef al. (1994) Lancet 344: 1125-
1127/ Elliot, M. J. et al. (1994) Lancet 344: 1105-1110; Rankin, E. C. et al.
(1995) Br. J. Rheumatol. 34: 334-342).

Os anticorpos humanos, € as por¢des de anticorpos, da
invengdo, podem ser usados para tratar de doengas autoimunes, em particular.
aqueles associadas com inflamagfo, incluindo a artrite reumatoide, a
espondilite reumatdide, a osteoartrite € a artrite gotosa, a alergia, a esclerose
multipla, o diabete autoimune, a uveite autoimune e a sindrome nefrética.
Tipicamente, 6 anticorpo, ou por¢do do anticorpo, € administrado
sistematicamente, nio obstante para certos disturbios a administragdo local do
anticorpo ou porgo do anticorpo em um sitio de inflamagdo possa ser benéfica
(por exemplo, a administragdo local nas juntas na artrite reumatdide ou a
aplicagdo tdpica em ulceras diabéticas, sozinha ou em combinagdo com um
derivado ciclo-hexano-ilideno, como descrito na Publicagdo PCT WO
93/19751). Um anticorpo, ou porgio de anticorpo, da invengiio também podem
ser administrados com um ou mais agentes terapéuticos adicionais uteis no
tratamento de doencgas autoimunes, como ainda discutido na subseg¢ao III.

C. DOENCAS INFECCIOSAS

O fator de necrose tumoral em sido implicado na mediag@o dos

efeitos biolégicos observados em uma variedade de doengas infecciosas. Por
exemplo, 0 TNFa tem sido implicado em mediar a inflamag&o do cérebro e na
trombose capilar ¢ na infartagdo na malaria. O TNFo também tem sido
implicado em mediar a inflama¢&o do cérebro, induzindo a colapso da barreira
hematoencefalica, deflagrando a sindrome do choque séptico e ativando a
infartagdo venosa na meningite. O TNFa também tem sido implicado em
induzir a caquexia, estimulando a proliferagdo viral ¢ mediando a lesdo do
sistema nervoso central na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
Consequentemente, os anticorpos, € as por¢des de anticorpos, da invengao,

podem ser usados no tratamento de doengas infecciosas, incluindo a meningite
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bacteriana (ver, por exemplo, a Publicagdo do Pedido de Patente Européia EP
585 705), a maléria cerebral, a AIDS e o complexo relacionado com a AIDS
(ARC) (ver, por exemplo, a Publicagdo do Pedido de Patente Européia EP 230
574), bem como a infecgdo por citomegalovirus secundéria a transplantes (ver,
por exemplo, Fietze, E., et al. (1994) Transplantation 58: 675-680). Os
anticorpos, € as porgdes de anticorpos, da invengo, também podem ser usados
para aliviar os sintomas associados com doengas infecciosas, incluindo a febre
e mialgias devidas a infecgo (tais como a influenza) e caquexia secundaria a
infecgdo (por exemplo, secundaria a AIDS ou a ARC). |

D. TRANSPLANTE

O fator de necrose tumoral tem sido implicado como um

mediador chave da rejei¢io de aloenxerto ¢ enxerto versus doenga hospedeira
(GVHD), ¢ em mediar uma reagio adversa que foi observado quando o
anticorpo OKT3 de rato, dirigido contra o complexo CD3 receptor celular T,
foi usado para inibir a rejei¢@o de transplantes renais (ver, por exemplo, Eason,
J. D., et al. (1995) Transplantation 59: 300-305; Suthanthiran, M. e Strom, T.
B. (1994) New Engl. J. Med. 331: 365-375). Em consequéncia, os anticorpos, €
as porgdes de anticorpos, da invengio, podem ser usados para inibir a rejei¢do
de transplantes, incluindo rejeigdes de aloenxertos e xenoenxertos, € para inibir
GVHD. Embora o anticorpo ou porgdo de anticorpo possam ser usados
sozinhos, mais preferivelmente ele é usado em combinagao com um ou mais de
outros agentes que inibem a resposta imune contra o aloenxerto ou inibem
GVHD. Por exemplo, em uma modalidade, um anticorpo ou porgdo de
anticorpo da invengdo sdo usados em combinagdo com OKT3 para inibir as
reagdes.induzidas por OKT3. Em outra modalidade, um anticorpo ou por¢ao de
anticorpo da invengdo sio usados em combinagdo com um ou mais anticorpos
direcionados a outros alvos envolvidos em regular as respostas imune, tais
como as moléculas CD25 de superficie celular (receptor-o interleucina-2),
CD11a (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4, CD45, CD28/CTLA4, CD80/(B7-1)
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e/ou CD86 (B7-2). Em outra modalidade ainda, um anticorpo ou porgdo de
anticorpo da inveng¢do sdo 6usados em combina¢do com um ou mais agentes
imunossupressivos gerais, tais como ciclosporina A ou FKSOS.

E. MALIGNIDADE

O fator de necrose tumoral tem sido implicado em induzir a

caquexia, estimulando o crescimento tumoral, intensificando o potencial
metastatico ¢ mediando a citotoxicidade nas malignidades. Em consequéncia,
os anticorpos, e porg¢des de anticorpo, da inven¢do, podem ser usados no
tratamento de malignidades, para inibir o crescimento tumoral ou a metéstase
e/ou para aliviar a caquexia secundaria & malignidade. O anticorpo, ou porgdo
de anticorpo, pode ser admihistrado sistémica ou localmente ao sitio do tumor.
F. DISTURBIOS PULMONARES

O fator de necrose tumoral tem sido implicado na fisiopatologia

da sindrome da angustia respiratéria do adulto (ARDS), incluindo o estimulo
da ativagdo de leucdcitos endoteliais, dirigindo a citotoxicidade a pneumocitos
e induzindo & sindrome do derrame vascular. Consequentemente, os
anticorpos, e as por¢des de anticorpos, da invengdo, podem ser usados para
tratar de varios distirbios pulmonares, incluindo a sindrome da angustia
respiratoria do adulto (ver, por exemplo, a Publicagio PCT WO 91/04054),
pulmdo de choque, doenca inflamatéria pulmonar cronica, sarcoidose
pulmonar, fibrose e silicose pulmonares. O anticorpo, ou porgdo de anticorpo,
pode ser administrado sist€émica ou localmente a superficie dos pulmées, por
exemplo como um aerossol. Um anticorpo, ou por¢io do anticorpo, da
invengdo, também pode ser administrado com um ou mais agentes terapéuticos
adicionais uteis no tratamento de distirbios pulmonares, como ainda discutido
na subsecio II1.

G. DISTURBIOS INTESTINAIS

O fator da necrose tumoral tem sido implicado na fisiopatologia

de distirbios inflamatorios dos intestinos (ver, por exemplo, Tracy, K. J. et al.
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(1986) Science 234: 470-474; Sun, X-M. et al. (1988) J. Clin. Invest. 81: 1328-
1331; MacDonald, T. T. et al. (1990) Clin. Exp. Immunol. 81: 301-305). Os
anticorpos quiméricos anti-hTNFo de murinos tém sido submetidos a testes
clinicos para tratamento da doenga de Crohn (van Dullemen, H. M. et al.
(1995) Gastroenterology 109: 129-135). Os anticorpos humanos, € por¢oes de
anticorpos, da inven¢do, também podem ser usados para tratar distirbios
intestinais, tais como doenga idiopatica inflamatéria dos intestinos, que inclui
duas sindromes, a doenca de Crohn e a colite ulcerativa. Um anticorpo, ou
porgdo de anticorpo, da invengdo, também pode ser administrado com um ou.
mais agentes terapéuticos adicionais uteis no ftratamento de disturbios
intestinais, como examinado ainda na subsegao III.

H. DISTURBIOS CARDIACOS

Os anticorpos, e porgdes de anticorpos, da invengdo, também
podem ser usados para tratar varios distirbios cardiacos, incluindo a isquemia
do coragdo (ver, por exemplo, a Publicagdo do Pedido de Patente Européia EP
453 898) e a insuficiéncia cardiaca (fraqueza do musculo cardiaco) (ver, por
exemplo, a Publicagdo PCT WO 94/20139).

I. OUTROS

Os anticorpos, € as porgdes de anticorpos, da inveng&o, também
podem ser usados para tratar de varios outros disturbios, em que a atividade do
TNFa € prejudicial. Exemplos de outras doengas e disturbios, em que a
atividade do TNFa tem sido implicada na fisiopatologia, € que deste modo
podem ser tratadas usando-se um anticorpo, ou porgio de anticorpo, da
invengfo, incluem os distarbios inflamatérios dos ossos e a doenga de
reabsorgdo dssea (ver, por exemplo, Bertolini, D. R. et al. (1986) Nature 319:
516-518; Konig, A. et al. (1988) J. Bone Miner. Res. 3: 621-627; Lemner, U. H.
e Ohlin, A. (1993) J. Bone Miner. Res. 8: 147-155; e Shankar, G. e Stern, P. H.
(1993) Bone 14: 871-876), hepatite, incluindo hepatite alcodlica (ver, por
exemplo, McClain, C. J. e Cohen, D. A. (1989) Hepatology 9: 349-351; Felver,
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M. E. et al. (1990) Alcolzol. Clin. Exp. Res. 14: 255-259; e Hansen, J. et al.
(1994) Hepatology 20: 461-474), hepatite viral (Sheron, N. et al. (1991) J.
Hepatol. 12: 241-245; e Hussain, M. J. et al. (1994) J. Clin. Pathol. 47: 1112-
1115), e hepatite fulminante; disturbios de coagulaggo (ver, por exemplo, van
der Poll, T. et al. (1990) N. Engl. J. Med. 322: 1622-1627; € van der Poll, T. et
al. (1991) Prog. Clin. Biol. Res. 367: 55-60), queimaduras (ver, por exemplo,
Giroir, B. P. et al. (1994) Am. J. Physiol. 267: H118-124; e Liu, X. S. et al.
(1994) Burns 20: 40-44), lesdo por reperfusio (ver, por exemplo, Scales, W. E.
et al. (1994) Am. J. Physiol. 267: G1122-1127; Serrick, C. et al. (1994) |
Transplantation 58: 1158-1162; € Yao, Y. M. et al. (1995) Resuscitation 29:
157-168), formacdo de quelédides (ver, por exemplo, McCauley, R. L. et al.
(1992) J. Clin. Immunol. 12: 300-308), formagdo do tecido de cicatrizes;
pirexia; doenga periodontal; obesidade e toxicidade da radiagao.

Esta invencdo é ainda ilustrada pelos seguintes exemplos, que
nio devem ser int}erpretados como limitativos. Os conteudos de todas as
referéncias, patentes e pedidos de patentes publicados citados na totalidade
deste relatdrio descritivo, sdo aqui incorporados por referéncia.

EXEMPLO 1: ANALISE CINETICA DA LIGACAO DE ANTICORPOS
HUMANOS A hTNFa

A intera¢des de ligagio de tempo real entre o ligando (TNFa
recombinante biotinilado humano (thTNFo) imobilizado em uma matriz
biossensora) e o analisado (anticorpos em solugdo), foram medidas por
ressonancia de pldsmon superficial (SPR), usando-se o sistema BIAcore
(Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). O sistema utiliza as propriedades
6ticas do SPR para detectar alteragdes em concentragdes proteinicas dentro de
uma matriz biossensora de dextrana. As proteinas sdo covalentemente fixadas a
matriz de dextrana, em concentragdes conhecidas. Os anticorpos s@o injetados
através da matriz de dextrana, e a ligacio especifica entre os anticorpos

injetados e ligando imobilizado, resulta em uma concentragdo proteinica da
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matriz aumentada e na modifica¢do resultante no sinal da SPR. Estas
modificacdes no sinal da SPR sdo registradas como unidades de ressonéncia
(RU) e sdo apresentadas com respeito a tempo ao longo do eixo dos y de um
sensorgrama.

Para facilitar a imobiliza¢gdo do rhTNFa biotinilado na matriz
biossensora, a estreptavidina é covalentemente ligada através de grupos de
amina livre 4 matriz de dextrana, mediante primeiramente ativag@o dos grupos
carboxilicos na matriz com N-hidroxissuccinimida (NHS) 100 mM e cloridreto
de N-etil-N’-(3-dietilaminopropil) carbodiimida (EDC). A seguir, a
estreptavidina ¢ injetada através da matriz ativada. Trinta e cinco microlitros de
estreptavidina (25 pg/ml), diluidos em acetato de sédio, pH 4,5, sdo injetados
através do biossensor ativado e as aminas livres na proteina sdo fixadas
diretamente aos grupos carboxilicos ativados. Os ésteres EDC da matriz ndo
reacionada sdo desativados por uma inje¢3o de etanolamina 1 M. Pedagos do
biossensor aéoplados a estreptavidina também sio comercialmente disponiveis
(Pharmacia BR-1000-16, Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ).

O rhTNF biotinilado foi preparado primeiramente dissolvendo-
se 5,0 mg de éster N-hidroxissuccinimida de 4cido (D-biotinil-e-aminocaproico
de biotina; Boehringér Mannheim Cat. 1008 960) em 500 pl de
dimetilsulféxido, para produzir 10 mg/ml de uma solugéo. Dez microlitros de
biotina foram adicionados por mililitro de thTNFa (em 2,65 mg/ml), para uma
relagio molar de biotina para thTNFa de 2:1. A reagdio foi misturada
brandamente e incubada por duas horas em temperatura ambiente no escuro.
Uma coluna PD-10, Sephadex G-25M (Pharmacia Catalogo 17-0851-01) foi
equilibrada com 25 ml de PBS frio e carregada com 2 ml de thTNFa-biotina
por coluna. A coluna foi eluida com 10 x 1 m! de PBS frio. As fragdes foram
coletadas e interpretadas em OD280 (1,0 OD = 1,25 mg/ml). As frag3es
apropriadas foram reunidas e armazenadas a -80°C at¢ o uso. O thTNFa

biotinilado também ¢é comercialmente disponivel (R & D Systems, Catalogo
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FTAO00, Minneapolis, MN).

O rhTNFa biotinilado a ser imobilizado na matriz através da
estreptavidina foi diluido em tamp3o fluente de PBS (Gibco Cat. 14190-144,
Gibco BRL, Grand Island, NY), suplementado com tensoativo P20 0,05%
(BIAcore) (Pharmacia BR-1000-54, Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ).
Para determinar a capacidade dos anticorpos especificos do thTNFa, de se
1igarém a thTNFa imobilizado, um ensaio de ligagdo foi conduzido como
segue. Aliquotas de rhTNFoc biotinilado (25 nM; aliquotas de 10 pl) foram
injetadas através da matriz de dextrana acoplada com estreptavidina em um
indice de fluxo de 5 pl/min. Antes da injec@o da proteina e imediatamente
apds, o tampdo de PBS sozinho fluiu através de cada célula de fluxo. A
diferenca liquida no sinal entre a linha de base e aproximadamente 30
segundos ap6s a conclusio da injegdo de thTNFa. biotinilado foi tomada para
representar o valor da ligagdo (aproximadamente 500 RU). A ligagdo direta do
anticorpo 4especiﬁco para thTNFa, para o thTNFa biotinilado imobilizado, foi
medida. Os anticorpos (20 pm/ml) foram diluidos em tampao fluente de PBS ¢
25 pl de aliquotas, foram injetados através das matrizes de proteina
imobilizadas em um indice de fluxo de 5 ul/minuto. Antes da injegdo do
anticorpo, e imediatamente apds, o tamp3o de PBS sozinho fluiu através de
cada célula de fluxo. A diferenca liquida em sinal da linha de base € o sinal
ap6s a conclusio da inje¢do do anticorpo foi tomada para representar o valor da
1iga§;50 da amostra particular. As matrizes biossensoras foram regeneradas
usando-se HC1 100 mM antes da injegio da amostra seguinte. Para determinar
as constantes do indice de dissocia¢do (K.g), sobre o indice (Kon), indice de
associagfio (K,) e o indice de dissociagdo (K4), foi usado o software (versdo
2.1) de avaliacdo cinética BIAcore.

Os resultados representativos da ligagdo do D2E7 (anticorpo de
comprimento completo 1gG4) ao thTNFa biotinilado, em comparagdo com 0

MAK 195 mAb de camundongos (fragmento F(ab’),), sdo apresentados abaixo
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na Tabela 1.
TABELA 1: LIGACAO DO IgG4 OU MAK 195 DO D2E7 AO rhTNFa
BIOTINILADO
Anticorpo | [Ab],nM | rhTNFo, | Ab, fixado, | rhTNFo/Ab Ko, 5™
fixado, RUs (média)
RUs
D2E7 267 373 1215 1,14 8,45x 10”
133 420 - 1569 1,30 542 x 10°
67 434 1633 1,31 4,75% 10”
33 450 1532 1,19 4,46x% 107
17 460 1296 0,98 3,47x 107
8 486 936 0,67 2,63 % 107
4 489 536 0,38 2,17x 107
2 470 244 0,18 3,68x107°
(4,38 x 107)
MAK 195 | 400 375 881 1,20 538x 107
200 400 1080 1,38 4,54% 107
100 419 1141 1,39 3,54%x 107
50 427 1106 - 1,32 3,67x 107
25 446 957 1,09 4.41x% 107
13 464 708 0,78 3,66x 107
6 - | 474 433 0,47 737x 107
3 451 231 0,26 6,95 x 10”
(4,94 x 10”)

Em uma segunda série de experiéncias, as interagdes cinéticas
moleculares entre uma forma de comprimento completo de IgG1 do D2E7 ¢ o
rhTNF biotinilado, foram quantitativamente analisadas usando-se a tecnologia
BIAcore, como descrita acima, € as constantes dos indices cinéticos foram
derivadas, resumidas abaixo nas Tabelas 2, 3 e 4.
TABELA 2: CONSTANTES DO INDICE DE DISSOCIACAO APARENTE
DA INTERACAO ENTRE O D2E7 E O rhTNF BIOTINILADO

Experiéncia Ka(s)

1 9,58 x 10°

2 9,26 x 107

3 7,60x 107
Média 8,81 +1,06x 10°
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DA INTERACAO ENTRE D2E7 E O thTNF BIOTINILADO

Experiéncia K. M, s
1 1,33x 107
2 1,05 x 10°
3 3,36 x 10”
Média 1,91+1,26x 107

TABELA 4: INDICE CINETICO APARENTE E CONSTANTES DE

AFINIDADE DE D2E7 E rhTNF BIOTINILADO

Experiéncia K. M, s Kq(s™) Ks (M)

1 1,33x 10” 9,58 x 10” 720x 107

2 1,05 x 10° 9,26 x 107 8,82x 10

3 3,36x 107 7,60 x 10~ 2,26x 107
Meédia 1,91+ 1,26 x 107 8,81 + 1,06 x 10° 6,09 +3,42x 107°

As constantes dos indices de dissociagdo e de associag@o foram
calculadas mediante andlise das regides de dissociag@io e de associagdo dos
sensorgramas por software de andlise BIA. As cinéticas de rea¢do quimica
convencional foram admitidas para a interagfo entre D2E7 e a molécula de
rhTNF biotinilado: cinéticas de uma dissociagdo de ordem zero e uma
associacdo de primeira ordem. Por causa da andlise, a interagdo apenas entre
um brago do anticorpo bivalente D2E7 e uma unidade do thTNF biotinilado
trimérico, foi considerada na escolha dos modelos moleculares para a analise
dos dados cinéticos. Trés experiéncias independentes foram realizadas e os
resultados foram analisados separadamente. A constante (k) média do indice
de dissociagdo aparente da interagdo entre D2E7 e o rhTNF biotinilado, foi de
8,81 + 1,06 x 107 s, e a constante k, média do indice de associagdo aparente
foi de 1,91 + 1,26 x 10° M! 5. A constante (Ky) de dissociacdo intrinseca
aparente foi entdo calculada pela formula: Ky = ky/k,. Assim, a média K4 do
anticorpo D2E7 para thTNF derivada dos parametros cinéticos, foi de 6,09 +
3,42 x 107 M. Diferengas secundarias nos valores cinéticos para a forma IgG1
de D2E7 (apresentados nas Tabelas 2, 3 ¢ 4) e a forma IgG4 do D2E7
(apresentada na Tabela 1 e nos Exemplos 2 e 3), ndo sdo consideradas como

sendo diferengas verdadeiras resultantes da presenga, de regides constantes, ou
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de um IgGl, ou de um IgG4, mas, ao invés, sdo consideradas como sendo
atribuiveis a medi¢des de concentragdo de anticorpos mais acuradas, usadas
para a analise cinética do IgG1. Consequentemente, os valores cinéticos para a
forma IgGl do D2E7 aqui apresentado, sdo considerados como sendo os
parametros cinéticos mais precisos para o anticorpo D2E7.

EXEMPLO 2: MUTAGENESE DE CINTILOGRAFIA DA ALANINA DOS
DOMINIOS CDR3 DE D2E7

Uma série de mutagdes unicas de alanina foi introduzida por

processos padrdo juntamente com o dominio CDR3 das regides VL D2E7 e
VH D2E7. As muta¢des de cadeia leve sdo ilustradas na Figura 1B
(LD2E7*.A1, LD2E7*.A3, LD2E7*.A4, LD2E7*.A5, LD2E7*A7 e
LD2E7*.A8, tendo uma mutagfio de alanina nas posi¢des 1, 3, 4, 5, 7 ou 8,
respectivamente, do dominio CDR3 VL D2E7). As mutagdes de cadeia pesada
sdo ilustradas na Figura 2B (HD2E7*.Al, HD2E7*.A2, HD2E7*.A3,
HD2E7*.A4, HD2E7* A5, HD2E7*.A6, HD2E7*.A7, HD2E7*.A8 e
HD2E7*.A9, tendo uma muta¢fo de alanina nas posigdes 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10
ou 11, respectivamente, do dominio CDR3 VH D2E7). As cinéticas de
interacdo de thTNFo com um anticorpo composto de VL e VH D2E7 do tipo
selvagem, foram comparadas aquelas dos anticorpos compostos de 1) um VL
D2E7 do tipo selvagem unido com um VH D2E7 substituido por alanina; 2)
um VH D2E7 do tipo selvagem unido com um VL D2E7 substituido por
alanina; ou 3) um VL D2E?7 substituido por alanina unido com um VH D2E7
substituido por alanina. Todos os anticorpos foram testados como moléculas
IgG4 de comprimento completo.

A cinética de interagdo dos anticorpos com rhTNF foi
determinada por ressonancia de plasmon superficial, como descrito no
Exemplo 1. Os indices K.y quanto aos diferentes pares VH/VL acham-se

resumidos abaixo na Tabela 5:
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TABELA 5: LIGACAO DE MUTANTES DE CINTILOGRAFIA DE
ALANINA DE D2E7, A thTNFa BIOTINILADO

VH | VL I Koff(s™h
D27 VH | D2E7 VL 1 3.65 x 1073
l |
HD2E7* Al a D2E7 VL | 14 x10=

THD2E7*.AD i DIE7 VL 1 a6 %107
HD2E7*.A3 | D2E7 VL | §.15x 10<
HD2E7*.AL | D2E7 VL [ 1.8 x 107
HD2E7*.AS | D2E7 VL [ 235x 104
HD2E7*.A6 i D2E7 VL | 29 x 10
HD2E7*.A7 | D2E7 VL 1 1.0x 10<
HD2E7*.A8 | D2E7 VL | 3.1 x 107
HD2E7*.A9 | D2E7 VL | 8.1x10=

i !
D2E7 VH | LD2E7*.Al 6.6x 10°3
D2E7 VH | LD2E7*.A3 NAO DETECTADO
D2E7 VH | LD2E7*.A4 | 1.75x 10<
D2E7 VH | LD2E7*.AS 1.8%x10%
D2E7 VH | LD2E7*.A7 1.4 x 104
D2E7 VH 1 LD2E7*.A8 3.65x 107

l

HD2E7*.A9 | LD2E7* Al 1.05 x 10

Estes resultados demonstram que a maioria das posigdes dos
dominios CDR3 da regido VL e regido VH de D2E7, sio sensiveis a
substituigdo por um residuo unico de alanina. A substituicdo de uma unica
alanina nas posig¢des 1, 4, 5 ou 7 do dominio CDR3 VL D2E7, ou nas posigdes
2,5,6, 8,9 ou 10 do dominio CDR3 VH C2C7, nio afeta signiﬁcativamvente o
indice de dissociagio da ligagdo de hTNFa, em comparagdo com o anticorpo
parenteral D2E7 do tipo selvagem. A substitui¢do de alanina na posi¢do 8 do
CDR3 VL D2E7, ou na posi¢do 3 do CDR3 VH D2E7, da um K¢ quatro vezes
mais répido, e uma substitui¢do de alanina nas posi¢des 4 ou 11 de CDR3 VH
D2E7, da um K 8 vezes mais rapido, indicando que estas posi¢des sdo mais
criticas para ligagdo ao hTNFa. No entanto, uma substitui¢io de alanina unica

nas posigdes 1, 4, 5, 7 ou 8 do dominio CDR3 VL D2E7, ou nas posi¢des 2, 3,
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4,5,6,8, 9,10 ou 11 do dominio CDR3 VH D2E7 ainda resulta em um
anticorpo anti-hTNFa tendo um K g de 1 x 10 seg” ou menos.

EXEMPLO 3: ANALISE DE LIGACAO DOS ANTICORPOS
RELACIONADOS A D2E7

Uma série de anticorpos relacionados na sequéncia a D2E7 foi

analisada quanto a sua ligacdo a rhTNFo, em comparagio com o D2E7,
mediante ressonancia de plasmon superficial, conforme descrito no Exemplo 1.
As sequéncias de aminoacidos das regides VL analisadas sdo mostradas nas
Figuras 1A e 1B. As sequéncias de aminoacidos das regides VH analisadas sdo
mostradas nas Figuras 2A e 2B. Os indices K¢ para os varios pares de VH/VL
(no formato indicado, quer como um anticorpo IgGl de comprimento
completo, ou como um IgG4, ou como um scFv), acham-se resumidos abaixo

na Tabela 6:
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TABELA 6: LIGACAO DE ANTICORPOS RELACIONADOS AO D2E7, A
thTNFo BIOTINILADO |

I

VH A4 I Formato Koffis™)
D2E7 VH D2E7 VL~ | 1eG1/1gG4 [ 9.63 x 10-3
VHI-D2 | LOE7 1 12G1/1eG4 | 7,7x 107
VH1-D2 | LOE7 [ scFv | 46x10=
VHI-D2.N | LOE7.T [ 1gG4 | 2,1 x 10°3

VHI-D2.Y | LOE7.A | 1gG4 | 2.7 x 103
VHI-D2.N | LOE7.A ! 12G4 | 32x10
VH1-D2 | EP BI2 | scFv | 8.0 x 10<
VHI-D2 | 2SD4 VL | scFv | 1.94 x 10°3
3C-H2 | LOE7 i scFv I 1.5x 10
2SD4 VH | LOE7? | scFv | 6,07 x 103
2SD4 VH [ 2SD4 VL | scFv | 1.37x 1072
VH1A1l [ 2SD4 VL ‘ scFv | 134 x 10-2
VHIBI2 t 2SD4 VL [ scFv | 1.01 x 102
VHIBI1! | 2SD4 VL | scFv | 9.8 x 10-3
VHI1E4 | 2SD4 VL 4 scFv | 1.59 x 10-2
VHIF6 [ 2SD4 VL | scFv l 2.29x 102
VHIDS8 | 2SD4 VL | scFv | 9.5x 103
VHI1G] [ 2SD4 VL | scFv 5 2,14 x 102
2SD4 VH | EP B12 l scFv 1 6.7 x 10-3
2SD4 VH | VL10E4 [ scFv [ 9.6 x 103
2SD4 VH | VL100A9 [ scFv | 1,33 x 102
2SD4 VH | VL100D2 | scFv | 1.41 x 102
2SD4 VH | VL10F4 [ scFv i 1.11 x 102
2SD4 VH | VLLOES | scFv | 1,16 x 102
2SD4 VH [ VLLOF9 [ scFv [ 6,09 x 10-3
2SD4 VH | VLLOF10 ; scFv | 1.34 x 10-2
2SD4 VH | VLLOG?7 | scFv | 1,56 x 10°2
2SD4 VH | “VLLOGS 1 scFv | 1,46 x 10-2
2SD4 VH | VLLOHI [ scFv | 1,17 x 104
2SD4 VH [ VLLOHI0 | scFv 1 1,12 x 102
2SD4 VH | VLI1B7 | scFv g 1,3x 102
2SD4 VH VLICI [ scFv [ 1,36 x 102
2SD4 VH VLIC7? | scFv | 2.0x 104
2SD4 VH VLO0.1F4 | scFv | 1.76 x 102
2SD4 VH 1 VLO.1HS8 | scFv | 1,14 x 102

Os indices de dissociagdo lenta (isto &, Koy < 1 x 107 seg™) para

os anticorpos de comprimento completo (isto ¢, formato IgG), tendo um VL
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selecionado de D2E7, LOE7, LOE7.T e LOE7.A, que tém, ou uma treonina, ou
uma alanina na posig@o 9, indicam que a posi¢do 9 do CDR3 VL D2E7 pode
ser ocupada por qualquer um destes dois residuos sem substancialmente afetar
o K.+ Em consequéncia, um motivo de consenso para o CDR3 VL D2E7
compreende a sequéncia de aminoacidos: Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/A) (SEQ ID
NO: 3). Além do mais, os indices de dissociagdo lenta (isto ¢, Kog < 1 x 107
seg’!) para anticorpos tendo um VH selecionado de D2E7, VH1-D2.N e VH1-
D2.Y, que tém, ou uma tirosina, ou uma asparagina, na posi¢do 12, mdicam
que a posi¢do 12 do CDR3 VH D2E7 pode ser ocupada por qualquer um destes
dois residuos, sem substancialmente afetar o K. Consequentemente, um
motivo de consenso para o CDR3 VH D2E7 compreende a sequéncia de
aminoacidos: V-S-Y-L-S-T-A-S-S-L-D-(Y/N) (SEQ ID NO: 4).

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram que, no
formato ScFv, os anticorpos contendo a regifo CDR3 VL ou VH do 2SD4,
apresentam um K g mais rapido (isto €, Kog > 1 x 10'3 s_eg") em comparagio
com os anticorpos contendo a regido CDR3 VL ou VH de D2E7. Dentro do
CDR3 VL, o 2SD4 difere do D2E7 nas posi¢des 2, 5 e 9. Conforme discutido
acima, no entanto, a posi¢do 9 pode ser ocupada por Ala (como em 2SD4) ou
Thr (como em D2E7), sem substancialmente efetar o Koy Assim, por
comparagdo de 2SD4 e D2E7, as posi¢bes 2 e 5 do CDR3 VL D2E7, ambas
argininas, podem ser identificadas como sendo criticas para a associagdo do
anticorpo com o hTNFa. Estes residuos podem ser diretamente envolvidos
como residuos de contato no sitio de ligagdo do anticorpo, ou podem contribuir
criticamente para manter a arquitetura de andaime da molécula do anticorpo
nesta regido. Relativamente a importancia da posigao 2, a substitui¢do de Arg
(em LOE7, que tem o mesmo CDR3 VL que o D2E7) por Lys (em EP B12),
acelera o indice de dissociagdo mediante um fator de dois. Com respeito a
importancia da posi¢do 5, a substituicio de Arg (em D2E7) por Ala (em

LD2E7*.A5), como descrito no Exemplo 2, também acelera o indice de
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dissociagdo por duas vezes. Além disso, sem qualquer Arg nas posi¢des 2 € 5
(em 2SD4), o indice de dissociagdo € cinco vezes mais rapido. No entanto,
deve ser observado que, ndo obstante a posi¢do 5 seja importante para melhorar
a ligagdo a hTNFa, uma modificagdo nesta posi¢do pode ser anulada por
modificagdes em outras posi¢Ges, como observado em VLLOE4, VLLOHI ou
VLO,1HS.

Dentro do CDR3 VH, o 2SD4 difere do D2E7 nas posig¢des 1, 7
e 12. Como examinado acima, no entanto, a posi¢io 12 pode ser ocupada por
Asn (como em 2SD4) ou Tyr (como em D2E7), sem afetar substancialmente o
Kog. Assim, por comparagdo do 2SD4 com o D2E7, as posigdes 1 € 7 do CDR3
VH D2E7 podem ser identificadas como sendo criticas quanto a ligagdo ao
hTNFa. Como examinado acima, estes residuos podem ser diretamente
envolvidos como residuos de contato no sitio de ligagdo do anticorpo, ou
podem contribuir criticamente para manter .a arquitetura de andaime da
molécula do anticorpo nesta regido. Ambas as posi¢des s3o importantes para
ligagdo ao hTNFa, uma vez que, quando o CDR3 VH 3C-H2 (que tem uma
modificag3o de valina para alanina na posi¢do 1, com respeito ao CDR3 VH
D2E?7) € usado, o scFv tem um indice 3 vezes mais rapido de dissociagdo, do
que quando o CDR3 VH D2E?7 é usado, mas este indice de dissociag@o ainda €
quatro vezes mais lento do que quando o CDR3 VH 28D4 ¢ usado (o qual tem
modificagdes em ambas as posi¢des 1 e 7, em relagdo ao CDR3 VH D2E7).
EXEMPLO 4: ATIVIDADE FUNCIONAL DO D2E7

Para examinar a atividade funcional do D2E7, o anticorpo foi
usado em varios ensaios, que mediram a capacidade do anticorpo de inibir a
atividade do hTNFa., quer in vitro, quer in vivo.
A. NEUTRALIZACAO DA CITOTOXICIDADE INDUZIDA POR TNFa
EM CELULAS 1929

O TNFa recombinante humano (thTNFa) provoca a

citotoxicidade celular em células 1929 de murinos apés um periodo de
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incubagdo de 18 a 24 horas. Os anticorpos humanos anti-hTNFo foram
avaliados em ensaios 1.929 por co-incubagéo de anticorpos com rhTNFa € as
células, como segue. Uma placa de microtitulagio de 96 reservatorios,
contendo 100 pl de Abs anti-hTNFa, foi diluida em série 1/3 colocado na
placa em duplicatas usando-se o meio RPMI contendo 10% de soro bovino
fetal (FBS). Cingiienta microlitros de thTNFo foram adicionados para uma
concentrac¢do final de 500 pg/ml em cada resewatéﬁo de amostras. As placas
foram entfio incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. A seguir, 50
ul de células de fibroblastos 1.929 de camundongos sensiveis a TNFa. foram
adicionadas, para uma concentragdo final de 5 x 10* células por reservatorio,
incluindo 1 pg/ml de Actinomicina-D. Os controles inclufam o meio mais as
células e o thTNFa mais as células. Estes controles, e uma curva padrdo de
TNFa, variando de 2 ng/ml a' 8,2 pg/ml, foram usados para determinar a
qualidade do ensaio e prover uma janela de neutraliza¢do. As placas foram
entdo incubadas durante a noite (18 a 24 horas) a 37°C em CO, 5%.

Cem microlitros de meio foram removidos de cada reservatorio,
e foram adicionados 50 pl de 5 mg/ml de brometo de 3(4,4-dimetiltiazol-2-il)
2,5-difenil tetrazdlio (MTT; comercialmente disponivel da Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) em PBS. As placas foram entfo incubadas por 4 horas a
37°C. Cinqiienta microlitros de sulfato dodecilico de sodio 20% (SDS) foram
entdo adicionados a cada reservatério, e as placas foram incubadas durante a
noite a 37°C. A densidade ética em 570/630 nm foi medida, as curvas foram
representadas graficamente para cada amostra e os ICs, foram determinados por
processos padrio. |

Os resultados representativos para os anticorpos humanos tendo
vérios pares VL ¢ VH, em comparagdo com 0 mAb MAK 195 de murinos, sdo
apresentados na Figura 3 e na Tabela 7 abaixo.
TABELA 7: NEUTRALIZACAO DA CITOXICIDADE L929 INDUZIDA
POR TNFa
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VH | VL l Estrutura I ICsn. M
D2E7 |  DaE7 | scFv | 1.1 x 10-10
D2E7 | D2E7 | 1gG4 | 4.7 x10-1!
2SD4 | 2SD4 | scFv1eGligGa | 3,0 x 10°7
2SD4 |  LOE7 | scFv | 43 %108

VHI-D2 |  2sps | scFv l 1.0 x 108

VHI-D2 | LOE7 scFv/1gG1/1eG4 | 3.4 x 10-10
VHID2Y | LOE7T 1gG4 8.1 x 10-11
VHI-D2N | LOE7T 1gG4 1.3x10-10
VHI-D2.Y | LOE7.A 1gG4 2.8 x 1011
VHI-D2N | LOE7A | 1gG4 l 6.2 x 10-11
MAK 195 | MAK 195 - | scFv 1.9x 108
MAK 195 | MAKI95 | F(ab')s | 6.2 x 10-11

Os resultados da Figura 3 e da Tabela 7 demonstram que o
anticorpo anti-hTNFa humano D2E7, e os varios anticorpos relacionados a
D2E7, neutralizam a citotoxicidade L929 induzida por TNFo com uma
capacidade aproximadamente equivalente aquela do mAb MAK 195 anti-
hTNFa de murinos.

Em outra séne de experiéncias, a capacidade da forma do IgG1
de D2E7 para neutralizar a citotoxicidade 1929 induzida por TNFa foi
examinada como descrito acima. Os resultados das trés experiéncias
independentes, € a sua média, estdo resunudos abaixo na Tabela 8:

TABELA 8: NEUTRALIZACAO DA CITOTOXICIDADE L929 INDUZIDA
POR TNFa, POR IgG1 D2E7

Experiéncia ICso [M]

1 1,26 x 107"

2 1,33x 1077

3 1,15x 1077
Média 1,25+0,01 x 10°'°

Esta série de experiéncias confirmou que D2E7, na forma IgGl
de comprimento completo, neutraliza a citotoxicidade L929 induzida por

TNFa, com um ICso médio [M] de 1,25 + 0,01 x 10™'°.
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B. INIBICAO DA LIGACAO DO TNFa A RECEPTORES DE TNFa EM
CELULAS U-937

A capacidade dos anticorpos anti-hTNFo humanos, de inibir a
ligagio de hTNFa aos receptores de hTNFa na superficie de células, foi
examinada usando-se a linhagem celular U-937 (ATCC n® CRL 1593), uma
linhagem celular histiocitica humana que expressa os receptores de hTNFa. As
células U-937 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com soro
bovino fetal 10% (Hyclone A-1111, Hyclone Laboratories, Logan, UT),
glutamina-L (4 nM), solucio tampdo HEPES (10 mM), penicilina (100 pg/mi)
e estreptomicina (100 pg/ml). Para examinar a atividade de anticorpos IgG de
comprimento completo, as células U0937 foram pré-incubadas com PBS
suplementado com 1 mg/ml de IgG humano (Sigma I-4506, Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO) durante 45 minutos sobre gelo, e depois as células foram
lavadas por trés vezes com tamp3o de ligagio. Quanto ao ensaio de ligagdo do
receptor, as células U-937 (5 x 10° células/reservatério) foram incubadas em
um tampao de ligag¢do (PBS suplementado com albumina de soro bovino 0,2%)
em placas de microtitulagdo de 95 reservatorios (Costar 3799, Costar Corp.,
Cambridge, MA), juntamente com rhTNFo rotulado T (3 x 10™° M; 25
uCi/ml; obtido da NEN Research Products, Wilmington, DE), com ou sem
anticorpos anti-hTNFo, em um volume total de 0,2 ml. As placas foram
incubadas sobre gelo por 1,5 horas. Depois, 75 pl de cada amostra foram
transferidos para tubos de teste de 1,0 ml (Sarstedt 72.700, Sarstedt Corp.,
Princeton, NJ) contendo dibutilftalato (Sigma D-2270, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) e dinonilftalato (ICN 210733, ICN, Irvine, CA). Os tubos de
teste continham 300 pl de uma mistura de dibutilftalato e dinonilftalato,
relacio em volume de 2:1, respectivamente. O rhTNFa livre (isto €, ndo
fixado) rotulado 'I foi removido por microcentrifugagdo durante cinco
minutos. Depois, a extremidade de cada tubo de teste contendo uma pelota

celular foi cortada com o auxilio de uma tesoura de microtubo (Bel-Art
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210180001, Bel-Art Products, Pequannock, NJ). A pelota celular contém
thTNFa rotulado '#°I fixado ao receptor de TNFou p60 ou p80, enquanto a fase
aquosa acima da mistura de 6leo contém excedente de thTNFa livre rotulado
121 Todas as pelotas celulares foram coletadas em um tubo de contagem
(Falcon 2052, Becton Dickinson LabWare, Lincoln Park, NJ), e contadas em
um contador de cintilagdo.

Os resultados representativos sdo apresentados na Figura 4. O
valor do ICs, quanto 3 inibicio D2E7 da ligagio do hTNFo. aos receptores
hTNFo. nas células U-937, é aproximadamente de 3 x 107 M nestas
experiéncias. Estes resultados demonstram que o anticorpo anti-hTNFa
humano D2E?7 inibe a ligagdo do thTNFa aos receptores de hTNFo nas células
U-937 em concentragdes aproximadamente equivalentes aquelas do mAb
MAK 195 de anti-hTNFa de murinos. |

Em outra série de experiéncias, a capacidade da forma IgG1 de
D2E7 para inibir a ligagio de thTNFa. a receptores hTNFo em células U-937,
foi examinada como descrito acima. Os resultados das trés experiéncias
independentes, e a sua média, acham-se resumidos abaixo na Tabela 9:
TABELA 9: INIBICAO DA LIGAGCAO DO RECEPTOR DE TNF EM
CELULAS U-937 POR IgG1 DE D2E7

Experiéncia ICso [M]

1 1,70 x 10

2 1,49 x 107

3 1,50 x 10
Média 1,56 £ 0,12 x 10

Esta série de experiéncias confirmou que o D2E7, na forma
IgG1 de comprimento completo, inibe a ligagdo do receptor TNF em células U-
937, com um ICs, médio [M] de 1,56 + 0,12 x 107

Para pesquisar a poténcia inibitoria de D2E7 na ligacdo de 121
rhTNF ligando aos receptores individuais p55 e p75, um radioimunoensaio de
fase sélida foi realizado. Para medir os valores de ICsy de D2E7 para receptores

de TNF separados, concentragdes varidveis do anticorpo foram incubadas com
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concentragdo de 3 x 107° de '®IthTNF. A mistura foi entdo ensaiada em
placas separadas contendo, ou os receptores p55, ou os receptores p75 em uma
maneira dependente da dose. Os resultados acham-se resumidos abaixo na
Tabela 10:

TABELA 10: INIBICAO DA LIGACAO DO RECEPTOR TNF AO TNFR
p55 E p75 POR IgG1 DE D2E7.

ICso [M]
Reagente pS5 TNFR p75TNFR
D2E7 1,47x 107 1,26 x 10°
thTNF 2,31x 107 2,70 x 107

A inibi¢do da ligagdo 21 thTNF aos receptores TNF p55 e p75
em células U937 por D2E7, seguiu uma curva sigmoéide simples, indicando
valores de ICs, similares para cada receptor. Nos experiéncias de
radioimunoensaio de fase sélida (RIA) com os receptores TNF recombinantes,
os valores de ICs, para inibig@o da ligag@o 1B1_rhTNF aos receptores p55 e p75
por D2E7, foram calculados como 1,47 x 10? e 1,26 x 10° M, respectivamente.
O decréscimo em valores do ICs, na fase solida foi provavelmente devido a
densidade mais elevada dos receptores no formato RIA, tendo em vista que o
thTNF n#o rotulado também se inibiu com valores similares de ICso. Os

B rhTNF aos receptores p55 €

valores de ICsy para a inibigdo da ligagdo de
p75 por thTNF ndo rotulado foram de 2,31 x 10° e 2,70 x 10° M,
respectivamente.

C. INIBICAO DA EXPRESSAO DE ELAM-1 SOBRE AS HUVEC

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC)

podem ser induzidas a expressar a molécula 1 de aderéncia dos leucocitos
celulares endoteliais (ELAM-1) em sua superficie celular, mediante tratamento
com rhTNFa, a qual pode ser detectada mediante reagdo das HUVEC tratadas
com thTNFa com um anticorpo ELAM-1 de camundongo anti-humano. A
capacidade dos anticorpos humanos anti-hTNFo de inibirem esta expressao
induzida por TNFa de ELAM-1 nas HUVEC, foi examinada como segue: As
HUVEC (ATCC n® CRL 1730) foram colocadas em placa de 96 reservatorios
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(5 x 10* células/reservatério) e incubadas durante a noite a 37°C. No dia
seguinte, diluigGes em série de anticorpo humano anti-hTNFa (1:10) foram
preparadas em placas de microtitulagdo, comegando-se com 20 a 100 pg/ml de
anticorpo. Uma solug@io de estoque de thTNFa foi preparada em 4,5 ng/ml,
aliquotas de thTNFa. foram adicionadas a cara reservatdrio contendo anticorpo,
e os conteudos foram bem misturados. Os controles incluiam meio sozinho,
meio mais anticorpo anti-hTNFa e meio mais thTNFa. As plaéas das HUVEC
foram removidas da sua incubagdo de durante a noite a 37°C, e o meio foi
suavemente aspirado de cada reservatério. Duzentos microlitros da mistura
anticorpo-thTNFo foram transferidos para cada reservatorio das placas das
HUVEC. As placas das HUVEC foram entdo ainda incubadas a 37°C durante 4
horas. A seguir, um estoque de anticorpo anti-ELAM-1 de murinos foi diluido
a 1:1000 em RPML. O meio em cada reservatério da placa das HUVEC foi
suavemente aspirado, 50 pl/reservatério da solugdo anti-ELAM-1 - anticorpo
foram adicionados e as placas das HUVEC foram incubadas por 60 minutos em
temperatura ambiente. Uma solugfo de anticorpo Ig anticamundongo rotulada
127 foi preparada em RPMI (aproximadamente 50.000 cpm em 50 pul). O meio
em cada reservatorio das placas das HUVEC foi suavemente aspirado, os
reservatorios foram lavados por duas vezes com RPMI e 50 pl da solugdo Ig
anticamundongo rotulada '*I foram adicionados a cada reservatério. As placas
foram incubadas por uma hora em temperatura ambiente e, depois, cada
reservatdrio foi lavado por trés vezes com RPMI. Cento e oitenta microlitros de
SDS 5% foram adicionados a cada reservatdrio, para lisar as células. O lisado
celular de cada reservatério foi entdo transferido para um tubo e contado em
um contador de cintila¢do (cintiloscopio).

Resultados representativos sdo apresentados na Figura 5. O
valor do ICs, para a inibigdo do D2E7 da expressdo induzida por hTNFa de
ELAM-1 nas HUVEC, ¢ de aproximadamente 6 x 10" M nestas experiéncias.

Estes resultados demonstram que o anticorpo anti-hTNFo. humano D2E7 inibe
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a expressdo induzida por hTNFa de ELAM-1 nas HUVEC em concentragGes
aproximadamente equivalentes aquelas dos mAb MAK 195 anti-hTNFa de
murinos.

Em outra série de experiéncias, a capacidade da forma IgG1 do
D2E7 de inibir a expressio induzida por hTNFa, de ELAM-1 nas HUVEC, foi
examinada como descrito acima. Os resultados das trés experiéncias
independentes, e sua média, acham-se resumidos abaixo na Tabela 11:
TABELA 11: INIBICAO DA EXPRESSAO DO ELAM-1 INDUZIDO POR
TNFa, PELO RECEPTOR IgG1l DO D2E7

Experiéncia 1Cso [M]

1 1,95x 1070

2 1,69x 10

3 1,90x 107°
Média 1,85+0,14x 107°

Esta série de experiéncias confirmou que o D2E7 , na forma de
IgGl de comprimento completo, inibe a expressdo de ELAM-1 induzida por
TNFa nas HUVEC com um ICso médio [M] de 1,85 + 0,14 x 107°,

A poténcia de neutralizagio do IgGl do D2E7 também foi
examinada quanto a eXpressﬁo induzida por rhTNF das duas outras moléculas
de aderéncia, ICAM-1 e VCAM-1. Uma vez que a curva de titulagdo do thTNF
para a expressdo de ICAM-1 em 16 horas foi muito semelhante a curva da
expressio do ELAM-1, a mesma concentragdo de rhTNF foi usada nas
experiéncias de neutralizagdo do anticorpo. As HUVEC foram incubadas com
thTNF na presenga de concentragdes variaveis de D2E7 em um incubador de
CO, a 37°C durante 16 horas, ¢ a expressio de ICAM-1 foi medida por
anticorpo  anti-ICAM-1 de camundongos, seguido por anticorpo
anticamundongos de cameiro rotulado 'L Duas experiéncias independentes
foram realizadas e os valores do ICsy foram calculados. Um anticorpo IgGl
humano n3o relacionado nio inibiu a expressdo de ICAM-1.

O procedimento experimental para testar a inibigdo da
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1, exceto que mAb anti-VCAM-1 foi usado, ao invés de mAb anti-ELAM-1.
Trés experiéncias independentes foram realizadas e os valores do ICs, foram
calculados. Um anticorpo IgG1 humano no relacionado n#o inibiu a expressdo
de VCAM-1.

Os resultados acham-se resumidos abaixo na Tabela 12:
TABELA 12: INIBICAO DA EXPRESSAO DE ICAM-1 E VCAM-1 POR
IgG1 DO D2E7

Inibicdo ICAM-1 ICso [M]
Experiéncia 1C50 [M] Experiéncia ICso [M]
1 1,84x 1010 1 1,03x107°
2 2,49% 1070 2 926 x 107"
3 ' 1,06 x 107°
Média 2,17+ 0,46 x 1070 | Média 1,01 £0,01 x 107°

Estas experiéncias demonstram que o tratamento das células
endoteliais primarias da veia umbilical humana com o rhTNF levado a
expressdo Otima de moléculas de aderéncia: ELAM-1 e VCAM-1 em quatro
horas, € a expressdo maxima supra-regulada de ICAM-1 em 16 horas. O D2E7
foi capaz de inibir a expressdo das trés moléculas de aderéncia em uma maneira
dependente da dose. Os valores de ICs, para inibi¢do de ELAM-1, ICAM-1 ¢
VCAM-1 foram de 1,85 x 107, 2,17 x 10 ¢ 1,01 x 10" M, respectivamente.
Estes valores sdo muito similares, indicando necessidades similares quanto a
dose do sinal de ativagdo de thTNF para induzir a expressio de ELAM-1,
ICAM-1 e VCAM-1. De forma interessante, o D2E7 foi similarmente eficaz no
ensaio de inibigdo mais longo da expressdo de ICAM-1. O ensaio de inibigo
do ICAM-1 requereu 16 horas de co-incubagdo de rhTNF e D2E7 com
HUVEC, em oposi¢do as 4 horas requeridas para os ensaios de inibi¢do do
ELAM-1 e do VCAM-1. Tendo em vista que o D2E7 tem um indice lento de
dissociagdo para o thTNF, € concebivel que, durante as 16 horas do periodo de
co-incubagdo, ndo havia nenhuma competi¢do significativa pelos receptores de
TNF nas HUVEC.
D. NEUTRALIZACAO DE hTNFo. IN VIVO
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Trés diferentes sistemas in vivo foram empregados para
demonstrar que o D2E7 é eﬁcaz na inibi¢do da atividade do hTNFa in vivo.

I. Inibicio da letalidade induzida por tnf em camundongos sensibilizados
por D-galactosamina

A injegdo de TNFo (thTNFa) recombinante humano a
camundongos sensibilizados por D-galactosamina, causa letalidade dentro de
um 'periodo de tempo de 24 horas. Tem sido observado que os agentes de
neutralizacdo do TNFOL evitam a letalidade neste modelo. Para examinar a
capacidade de anticorpos anti-hTNFa humanos neutralizarem hTNFa in vivo
neste modelo, camundongos C57B1/6 foram injetados com concentragdes
variaveis de IgGl de D2E7, ou uma proteina de controle, em PBS,
intraperitonealmente (i.p.). Os camundongos foram provados 30 minutos mais
tarde com 1 ug de rhTNFa e 20 mg de D-galactosamina em PBS ip., e
observados 24 horas mais tarde. Eétas quantidades de rhTNFa e D-
galactosamina foram previamente determinadas para se obter 80 a 90% de
letalidade nestes camundongos.

Resultados representativos, apresentados como um grafico de
barras de % de sobrevivéncia versus concentragdo de anticorpos, s3o
apresentados na Figura 6. As barras pretas representam o D2E7, ao passo que
as barras hachuradas representam MAK 195. A injecdo de 2,5 a 25 pg de
anticorpo de D2E7 por camundongo, protegeu os animais da letalidade
induzida por TNFa. O valor de EDs, ¢ de aproximadamente 1 a 2,5
pg/camundongo. O anticorpo positivo de controle, MAK 195, foi similar em
sua capacidade protetora. A injecdo de D2E7 na auséncia de thTNFa ndo teve
qualquer efeito prejudicial nos camundongos. A injegio de um anticorpo IgGl
ndo especifico humano ndo ofereceu qualquer prote¢do contra a letalidade
induzida por TNFa.

Em uma segunda experiéncia, quarenta e nove camundongos

foram divididos em 7 grupos iguais. Cada grupo recebeu doses variaveis de
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D2E7 trinta minutos antes de receber uma dose LDg, da mistura rhTNF/D-
galactosamina (1,0 pg de rhITNF e 20 mg de D-galactosamina por
camundongo). O grupo 7 de controle recebeu o anticorpo capa IgG1 humano
normal em dose de 25 pg/camundongo. Os camundongos foram examinados
24 horas mais tarde. A sobrevivéncia para cada grupo estd resumida abaixo na
Tabela 13.

TABELA 13: SOBREVIVENCIA 24 HORAS APOS O TRATAMENTO

COM D2E7
Grupo Sobrevivéncia (vivos/total) Sobrevivéncia (%)
1 (sem anticorpo) 0/7 0
2 (1 pg) 1/7 14
32,6 ug) 5/7 71
4 (5,2 pg) 6/7 86
5 (26 pg) 6/7 86
6 (26 pg; sem rhTNF) 7/7 100
7 (25 ug Hu IgG1) 1/7 14

II. Inibi¢4o da pirexia do coelho induzida por TNF

A eficicia do D2E7 em inibir a resposta a pirexia induzida por
rthTNF em coelhos, foi examinada. Grupos destes coelhos fémeas NZW
pesando aproximadamente 2,5 kg cada, foram injetados intravenosamente com
D2E7, thTNF e complexos imunes de D2E7 e thTNF. As temperaturas retais
foram verificadas por sondas termistor em um registrador térmico Kaye, a cada
minuto, por aproximadamente 4 horas. O TNF recombinante humano em
solugdo salina, injetado em 5 pg/kg, .eliciou uma elevagdo na temperatura
maior do que 0,4°C em aproximadamente 45 minutos apds a inje¢do. A
preparagio do anticorpo por si, em solugdo salina em uma dose de 138 pg/kg,
ndo eliciou um aumento de temperatura nos coelhos até 140 minutos apds a
administra¢do. Em todas as outras experiéncias, D2E7 ou reagentes de controle
(IgG1 humano ou um veiculo salino) foram injetados i.v. nos coelhos, o que,
15 minutos mais tarde, foi seguido por uma inje¢do de thTNF em solucdo
salina a 5 pg/kg i.v. Os resultados representativos das varias experiéncias

acham-se resumidos abaixo na Tabela 14:
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TABELA 14: INIBICAO DA PIREXIA INDUZIDA POR rhTNF COM
D2E7, EM COELHOS. |

- Elevacio da Temp. , °C Rel. molar | Temp. de pico
Dose D2E7 | thTNF ThTNF + % Inib. D2ET: Minutos pés
(ng/ke) D2E7 rthTNF thTNF

14 0,53 0,25 53 1 60

24 0,43 0,13 70 1,6 40

48 0,53 0,03 94 3,3 50

137 0,53 0,00 100 9,5 60
792 0,80 0,00 100 55 60

" = temperatura de pico

*xk

= % de inibi¢do = (1-{aumento de temperatura com rthTNF &
D2E7/aumento da temperatura com thTNF sozinho}) x 100.

O pré-tratamento intravenoso com D2E7 em uma dose de 14
ng/kg, parcialmente inibiu a resposta pirogénica, em comparagdo com OS
coelhos pré-tratados com solugio salina apenas. O D2E7 administrado em 137
pg/kg suprimiu totalmente a resposta pirogénica do rhTNF na mesma
experiéncia. Em uma segunda experiéncia, o D2E7 administrado em 24 pg/kg
também suprimiu parcialmente a resposta pirogénica, em comparagdo com 0s
coelhos pré-tratados com solugdo salina apenas. A relagdo molar do D2E7 para
thTNF foi de 1/6:1 nesta experiéncia. Em uma terceira experiéncia, o D2E7
injetado i.v. em 48 pg/kg (relagio molar D2E7:rhTNF = 3,3:1) suprimiu
totalmente a resposta pirogénica, em comparagio com os coelhos pré-tratados
com o IgG1 humano de controle em solugio salina a 30 pg/kg. Na experiéncia
final, os coelhos pré-tratados com D2E7 (792 pg/kg) em uma relagdo molar
muito elevada para thTNF (55:1) nfo desenvolveram qualquer elevagdo na
temperatura, a qualquer tempo, até 4 horas de observagéo. O tratamento dos
coelhos com complexos imune gerados de uma mistura de D2E7 e thTNF
incubado a 37°C por 1 horas, em uma relagdo molar de 55:1, sem subsequente
administracio de rhTNF, também nfo eliciaram qualquer elevagdo na
temperatura na mesma experiéncia.

III. Prevencio da poliartrite em camundongos transgénicos Tg 197
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O efeito do D2E7 no desenvolvimento da doenga foi
investigado em um modelo de artrite de murinos transgénicos. Os
camundongos transgénicos (Tg 197) foram gerados para que expressem o TNF
humano tipo selvagem (modificado na regio 3’ além das sequéncias de
codificagdo) e estes camundongos desenvolvem a poliartrite crénica com 100%
de incidéncia em 4 a 7 semanas de idade (ver EMBO J (1991) 10: 4025-4031
para outra descri¢do do modelo de poliartrite Tg 197).

Os animais transgénicos foram identificados por PCR em 3 dias
de idade. As ninhadas de camundongos transgénicos foram divididas em seis
grupos. Os camundongos transgénicos foram verificados por anélise de
hibridizagdo slot-blot em 15 dias de idade. Os protocolos de tratamento para os
seis grupos foram como segue: Grupo 1 = sem tratamento; Grupo 2 = solu¢io
salina (veiculo); Grupo 3 = D2E7 a 1,5 pg/g; Grupo 4 = D2E7 a 15 ng/g;
Grupo 5 = D2E7 a 30 ug/g; e Grupo 6 = controle do isétipo IgG1 a 30 ug/g.
Uma ninhada com camundongos ndo transgénicos também foi incluida no
estudo, para servir de controle (Grupo 7 - n3o transgénico; sem tratamento).
Cada grupo recebeu trés inje¢des i.p. por semana, dos tratamentos indicados.
As inje¢des continuaram por 10 semanas. A cada semana, as modifica¢les
macroscépicas na morfologia das juntas foram registradas para cada animal.
Em 10 semanas, todos os camundongos foram sacrificados e o tecido dos
camundoﬁgos foi coletado em formalina. O exame microscopico do tecido foi
realizado.

O peso dos animais em gramas foi tomado para cada
camundongo no inicio de cada semana. Ao mesmo tempo, medi¢des do
tamanho das juntas (em mm) também foram feitas, como uma medi¢do da
gravidade da doenga. O tamanho das juntas foi estabelecido como uma média
de trés medigdes no tornozelo direito traseiro, usando-se um micrometro. A
contagem artritica foi registrada semanalmente como segue: 0 = sem artrite

(aparéncia e flexdo normal); + = artrite suave (distor¢do das juntas); ++ =
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artrite moderada (incha¢fio, deformagfo das juntas) e +++ = artrite grave -
(ancilose detectada na flexdo e movimento gravemente prejudicado). A
classificagio  histopatolégica com base no manchamento de
hematoxilina/eosina das se¢des das juntas, baseou-se no seguinte: 0 = nenhuma
doenca detectavel; 1 = proliferagdo da membrana sinovial; 2 = espessamento
sinovial intenso; 3 = destrui¢do da cartilagem e erosdo do 0sso.

O efeito do tratamento com D2E7 no tamanho médio da junta
dos camundongos transgénicos artriticos, ¢ mostrado no grafico da Figura 9. A
classificagdo histopatoldgica e artritica dos camundongos transgénicos Tg 197,
com 11 semanas de idade, esta resumida abaixo na Tabela 15:
TABELA 15 EFEITO DO D2E7 NA CLASSIFICAGAO
HISTOPATOLOGICA E ARTRITICA EM CAMUNDONGOS Tg 197

Grupo | Tratamento Classif. histopatolégica Classif. artritica
1 nenhum 3 (7/70) +++ (7/7)

2 solucdo salina 3(8/8) +++ (8/8)

6 Controle IgG1 3 (9/9) +++(7/9)

3 D2E7 a 1,5 ng/g 0 (6/8) 0 (8/8)

4 D2E7 a 15 ug/g 0(7/8) 0 (8/8)

5 D2E7 a 30 pg/g 0 (8/8) 0 (8/8)

Esta experiéncia demonstrou que o anticorpo D2E7 tem um
efeito benéfico definido em camundongos transgénicos expressando o TNF
humano do tipo selvagem (Tg 197) sem qualquer artrite evidente apés o
periodo de estudo.

E. Neutralizacio do D2E7 dos TNFa de outras espécies

A especificidade da ligagdo do D2E7 foi examinada mediante
avaliagdo da sua capacidade de neutralizar os fatores da necrose tumoral de
vérias espécies de primatas e de camundongo, usando-se um ensaio de
citotoxicidade 1.929 (como descrito no Exemplo 4, subse¢do A, acima). Os

resultados estdo resumidos na Tabela 16, abaixo:
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TABELA 16: CAPACIDADE DO D2E7 DE NEUTRALIZAR O TNF DE
ESPECIES DIFERENTES NO ENSAIO L929

ICsp para D2E7
TNFo Fonte Neutralizacsio (M)

Humano Recombinante 78x 10"
Chimpanzé PBMC estimulado por LPS | 5,5x 10"
Babuino Recombinante 6,0x 107"
Sagiii PBMC estimulado por LPS | 4,0x 10
Cynomolgus PBMC estimulado por LPS | 8,0x 10"
Reso ' PBMC estimulado por LPS [ 3,0x 10"
Canino PBMC estimulado por LPS [ 22x 10
Suino Recombinante 1,0x 107

Murino Recombinante >1,0x 107

Os resultados da Tabela 16 demonstram que o D2E7 pode
neutralizar a atividade de cinco TNFo de primatas, aproximadamente
equivalente ao TNFa humano e, além do mais, pode neutralizar a atividade do
TNFa canino (cerca de dez vezes pior do que o TNFa humano) e o TNFa
porcino e de camundongos (cerca de ~1000 vezes pior do que o TNFa
humano). Além disso, a ligagdo do D2E7 ao rhTNFa de fase de solugio ndo
foi inibida por outras citocinas, tais como a linfotoxina (TNFp), IL-1-a, IL-1-
B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-gama ¢ TGF-, indicando que o D2E7 ¢ muito
especifico quanto ao seu ligando TNFa.

F. Caréncia de liberacdo da citocina pelo sangue humano total incubado
com D2E7

Neste exemplo, a capacidade do D2E7 de induzir, por si, as
c€lulas sanguineas humanas normais péra secretar citocinas ou derramar as
moléculas celulares superficiais, foi examinada. O D2E7 foi incubado com
sangue total diluido de trés doadores normais diferentes, em concentragdes
variaveis, por 24 horas. Um controle positivo de LPS foi realizado ao mesmo
tempo, em uma concentragdo previamente determinada para estimular as
células sanguineas imunocompetentes a secretar citocinas. Os sobrenadantes
foram colhidos e testados em um painel de dez citocinas soluveis, kits ELISA

de molécula receptora e de aderéncia: IL-1-a, IL-1-B, IL-1 antagonista
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receptora, IL-6, IL-8, TNFa, receptor 1 TNF solivel, receptor II TNF soluvel,
ICAM-1 soluvel e E-selectina solivel. Nenhum acréscimo significativo de
citocinas ou derrame das moléculas celulares superficiais foram medidos como
resultado da co-incubagdo do anticorpo D2E7, em concentracdes até 343
ug/ml. As culturas de controle sem a adi¢do do anticorpo também nédo produziu
qualquer quantidade mensuravel de citocinas, enquanto o controle da co-
cultura de LPS produziu valores elevados na faixa de elevado picograma e
baixo nanograma. Estes resultados indicam que o D2E7 ndo induziu as células
do sangue total a secretar citocinas ou a derramar proteinas celulares
superficiais acima dos niveis normais em culturas ex vivo.

A parte de formagio da presente apresentagdo € a Listagem de

Sequéncia anexa, cujo conteudo € resumido na tabela abaixo:
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SEQ ID NO: Cadeia de anticorpo | Regido Tipo de sequéncia
1 D2E7 VL aminoacido
2 D2E7 VH aminoacido
3 D2E7 VL CDR3 aminoacido
4 D2E7 VH CDR3 aminoacido
5 D2E7 VL CDR3 aminoacido
6 D2E7 VH CDR2 aminoacido
7 D2E7 vl CDR2 aminoacido
8 D2E7 VH CDR1 ‘aminoacido
9 2SD4 VL aminoacido
10 2SD4 VL CDR3 aminoacido
11 2SD4 VL CDR3 aminoacido
12 EP B12 VL CDR3 aminoacido
13 VL10E4 VL CDR3 aminoacido
14 VL100A9 VL CDR3 aminoacido
15 VLL100D2 VL CDR3 aminoacido
16 VLLOF4 VL CDR3 aminoacido
17 LOES VL CDR3 aminoacido
18 VLLOG7 VL CDR3 aminoacido
19 VLLOG9 VL CDR3 aminoacido
20 VLLOHI1 VL CDR3 aminoacido
21 VLLOH10 VL CDR3 aminoacido
22 VL1B7 VL CDR3 aminoacido
23 VLIC1 VL CDR3 aminoacido
24 VL0.1F4 VL CDR3 aminoacido
25 VLO0.1H8 VL CDR3 aminoacido
26 LOE7.A VL CDR3 aminoacido
27 2SD4 VH CDR3 aminoacido
28 VHI1BI11 VH CDR3 aminoacido
29 VH1D8 VH CDR3 aminoacido
30 VH1All VH CDR3 aminoacido
31 VH1B12 VH CDR3 aminoacido
32 VH1E4 VH CDR3 aminoacido
33 VHI1F6 VH CDR3 aminoacido
34 3C-H2 VH CDR3 aminoacido
35 VH1-D2.N VH CDR3 aminoacido
36 D2E7 VL acido nucleico
37 D2E7 VH acido nucleico
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EQUIVALENTES

Aqueles versados na arte reconhecerfo, ou estardio aptos a
averiguar, usando nada mais do que a experimentagdo de rotina, muitos
equivalentes as modalidades especificas da invengdo aqui descrita. Tais

equivalentes s3o entendidos como abarcados pelas reivindicagdes seguintes.
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LISTAGEM DAS SEQUENCIAS
(1) INFORMACAO GERAL:
(i) REQUERENTE:
(A) NOME: BASF Aktiengesellschaft
(B) RUA: Carl-Bosch Str. 38
(C) CIDADE: 67056 Ludwigshafen
(D) ESTADO: Rheinland-Pfalz
(E) PAIS: Republica Federal da Alemanha
(ii) TITULO DA INVENCAO: Anticorpos Humanos que se ligam a TNFo

Humano
(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 37
(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: LAHIVE & COCKFIELD
(B) RUA: 60 State Street, suite 510
(C) CIDADE: Boston
(D) ESTADO: Massachusetts
(E) PAIS: Estados Unidos
(F) CODIGO POSTAL: 02109-1875
(v) FORMA LEGIVEL DE COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: disco flexivel
(B) COMPUTADOR: PC IBM compativel
(C) SISTEMA DE OPERACAO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release 1,0, Versdo 1:25
(vi) DADOS DO PEDIDO ATUAL:
(A) NUMERO DO PEDIDO:
(B) DATA DE ARQUIVAMENTO:
(C) CLASSIFICACAO:
(vii) DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:
(A) NUMERO DO PEDIDO: U.S. 08/599.226
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(B) DATA DE DEPOSITO: 09 DE FEVEREIRO DE 1996
(C) CLASSIFICACAO:

(vii) DADOS DO PEDIDO ANTERIOR:

(A) NUMERO DO PEDIDO: U.S. 60/031.476

(B) DATA DE DEPOSITO: 25 DE NOVEMBRO DE 1996
(C) CLASSIFICACAO:

(viii) INFORMACAO DO REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: DeConti, Giulio A., Jr.

(B) NUMERO DE REGISTRO: 31.503

(C) NUMERO DE REFERENCIA/CERTIFICADO:
BBI-043CPPC

(ix) INFORMACAO DE TELECOMUNICAGAO:

(A) TELEFONE: (617) 227-7400

(B) TELEFAX: (617) 227-5941

(2) INFORMACAO PARA A SEQID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 107 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 1:



™J

Leu

Glu

Thr

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

Ile‘

Ala
SO

Gly

Phne

g Val

[N :3
n 'lJ

MetT T

Gln
100

T Ile

Thr

Thr
g5

Gly

Gln

Thr

Glno

Leu

70

-
‘§-

Thr

Ser

90

Pro

bofe)
40

Ser
Thr

Cys

val

(A) COMPRIMENTO: 121 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 2:

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro
S

1

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu

20

35

Ser

¢ Ala

25

Gly

Gly

Leu

Glu
105

10

25

40

Ser
10

Ser

Lys

Val

Thr

——
-~
=

S0

Ile

7.

Py

Leu Ser

Gln Gly

Rla Pro

Pro Ser

60

Ile Ser

YT Asn

Lys

45

30

Ala Se:r val

is

Ser Leu Gln

g Ala Pro

S5

Gly Ar
15

(e}

Asp Tyr<

Trp Val

Pro
80
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Ser Ala Iie Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp TvT Als Asr Ser val
50 55 60 )

Glu Gly Arg Pne Thr Ile Ser Arg AsSp Asn Ala Lys Asn Ser Leu T™n<
€5 70 75 8D

Leu Gln Met Asn Ser Leu Argc Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cvs
85 ) S0 S5

Ala Lys Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu AsSD Ty T Glv
100 105 1ic

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
118 120

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(ix) ASPECTO:

(A) NOME/CHAVE: sitio modificado

(B) LOCALIZACAO: 9

(D) OUTRAS INFORMACOES: /note= “Xaa é Thr ou Ala”
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 3:
GIn Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Xaa |
1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(ix) ASPECTO:



92

(A) NOME/CHAVE: sitio modificado

(B) LOCALIZACAO: 12 |

(D) OUTRAS INFORMAGCOES: /note= “Xaa é Tyr ou Asn”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 4:

5  Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Xaa

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 7 aminoacidos
10  (B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 5:
15 Ala Ala Ser Thr Leu GiIn Ser

1 5

(2) INFORMACAO PARA ‘A SEQ ID NO: 6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 17 aminoacidos
20  (B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 6:

z:la Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser val Glu
' 5 10 ' 15

Gly

25  (2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 7:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 11 aminoécidos
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(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 7:
Arg Ala Ser GIn Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala

] 5

10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 8:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 5 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 8:

Asp Tyr Ala Met His
I | 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO! 107 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 9:

Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser

3 10

Arg Ala Se

25

¢ Val Thr Ile Thr Cys

20
Trp TYT Gln Lys

s 40

Ser

H

Pro Gly Lys

Leu Ser Ala Ser

Gln Gly lle Arg
30,

Aia Pro Lys Leu
45

Ile Gly
15

Asn TyT

Leu Ile
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Thr Leu Gla Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe 3Ser Glv
50 53 60
 Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glz Pro
€5 70 78 8C
Glu Asp Val Ala Thr Tyr TyT Cvs Glan Lys Tyr Asn Ser ala Prc TVT
B85 S0 €5
Ala Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 10:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 121 aminodacidos
(B) TIPO: aminoéacido
(D) TOPOLOGIA: linear
(it) TIPO DE MOLECULA: peptideo
(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEO. ID. NO: 10:
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arc
1 s 10 1s
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Val
35 40 45
Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 S5 60
Glu Gly Arg Phe Ala Val Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ala Leu Tyr
€5 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 S5
Thr Lys Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 ) 120 ‘

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 11

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear



Lh

10

15

20

25

95

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 11:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Ala

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 12:
GIn Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala

1 -5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO:; 13:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido |

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 13:
GIn Lys Tyr GIn Arg Ala Pro Tyr Thr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 14:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoéacido
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(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA.: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 14:
GIn Lys Tyr Ser Ser Ala Pro Tyr Thr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 15:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TTIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 15:
GIn Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Thr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 16:
GIn Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr

1 5 |

(2) INFORMACAO PARA ASEQIDNO: 17:- *

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos
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(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 16:
GlIn Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr

15

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 amino4cidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 17:
GIn Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Tyr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 18:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 9 aminoécidos

(B) TIPO: amino4cido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 18:
GIn Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Asn

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 19:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 9 aminoécidos

(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 19:
GIn Lys Tyr Thr Ser Ala Pro Tyr Thr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 20:
Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Asn

1 5 |

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 21:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoécidos

(B) TIPO: aminoéacido |

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 21:
GIn Lys Tyr Asn Ser Ala Ala Tyr Ser

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 22:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoéacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 22:
GIn GIn Tyr Asn Ser Ala Pro Asp Thr

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 23:
GIn Lys Tyr Asn Ser Asp Pro Tyr Thr

1 5 |

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

~ (A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido |

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 24:
GIn Lys Tyr Ile Ser Ala Pro Tyr Thr

] 5
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(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 25:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 amino4cidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 25:
Gln Lys Tyr Asn Arg Pro Pro Tyr Thr

1 5

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 26:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 9 aminoacidos

(B) TIPO: aminoéacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 26:
GIn Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala

1 5

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 27:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DEFRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 27:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn
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1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 28:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido |

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 28:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Lys

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 29:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 29:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Tyr

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 30:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 30:
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Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asp
1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 31:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido‘

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 31:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Phe Ser Leu Asp Tyr
1 5 | 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 32:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 32:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu His Tyr
1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 33:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 33:
Ala Ser Phe Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Glu Tyr

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 34:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoécidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA. linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 34:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Glu Tyr

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 35:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 aminoAcidos

(B) TIPO: aminoécido

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: peptideo

(v) TIPO DE FRAGMENTO: interno

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 35:
Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Asn

1 5 10

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 36:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 321 pares de base

(B) TIPO: écido nucleico

(C) FILAMENTO: duplo

(D) TOPOLOGIA: linear



(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
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(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ. ID. NO: 36:

GACATCCAGA
ATCACTTGTC
GGGARAAGCCC
CGGTTCAGTG
GAAGATGTTG

GGGACCAAGS

TGACCCAGTC

GGGCAAGTCX

CTAAGCTCCT
GCAGTGGATC

CAARCTTATTA

TCCATCCTCC

GGGCATCAGA

GATCTATGTT

I——— W~
34 H\AI‘UU

CTETCTGCAT
ARTTARCTTAG

GCATCCACTT

TGGAAATCAA A

P
Ch—&\.’h’ -

-~ -
A5 Cf\b&\.’.

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 37:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(B) TIPO: acido nucleico
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: ¢cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ.

GAGGTGCAGT

TCCTGTGCGG

CCAGGGAAGG

GCGGACTCTG

CTGCAAARTGA

TACITTAGCA

AGT

TGGTGGAGTC

CCTCTGGATT

GCCTGGAARTG

TGGAGGGCCG

ACAGTCITGASG

CCGCETCCTC

ATTCACCATC

AGCTGAGGAT

CCTTGACTAT

(A) COMPRIMENTO: 363 pares de base

TIGGTACAGT

GATTATGCC

ATCACTTGGA

TCCAGAGACA

ACGGCCGTA

TGGGGCCAAG

ATAGTGGTCA

ACGCCAAGAX

ATTACTGTGC

GTACCCTGSET

o~~~
[SpRTPY eicieted-y

-y

&t

CCATCAGCAG

— -~
iAo

CAGAGTCA
NI &

TGTAATCAGS GSTCCCATCT

CCTGAGACTC

CCGSCAARGTT

CATAGACTAT

CTCCCTGTAT

GAAARGTCTCG

CRCCGTCTCG

Gnq .. e W
N d NS ALNSNSN e el

T. < LGGCCAG

60

120

180

240

300

360

363
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D2E7 VL
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCa TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTa
p I Q ¥ T ©© S P S S L S A S vV
CDR L1
GGG GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT CGG GCA AGT CAG GGC ATC AGA
G D R VvV T I T© C R A S ©Q G I R
ART TAC TTR GCC TGG TAT CAG CAx AAL CCA GGG AARX GCC CCT AAG
N Y L 2 W Y ©O Q X P-G ¥ »» p X
: CDR L2
CTC CTG ATC TAT GCT GC2 TCC ACT TTG CA2 TCA GGG GTC CCA TCT
L L I Y A A S T L Q S G VvV P s
CGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC
R ¥ S ¢ s 66 s 66 T D F T L T I
AGC AGC CTA CAG CCT GAA GAT GTT GCA ACT TAT TAC TGT CAR AGG
s s L Q ®» E D V A T Y Y C Q R
.CDR L3 ,
TAT AAC CGT GCA CCG TAT ACT TTT GGC CAG GGG ACC AAG GTG GAA
Yy N R » P Y T ¥ G Q G T X VvV E
ATC AAR
I KX
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D2E7 VE
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AGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCG GCC TCT GG TTC ACC TTT GAT
R S L R L S € A 2 S G T©® T F D
CDR E1
GAT TAT GCC ATG CAC .TGG GTC CGG Car GCT CCA GGG EAG GGC CTG
D Yy 2 ™M H W VvV R ©O & P G TG L
CDR E2
GA2 TGG GTC TCA GCT ATC ACT TGG ART AGT GGT CAC ATA GAC TAT
£ W Vv S 2 T T W _N_ S G B T D ¥
GCG GAC TCT GTG GAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC
A D S Vv _®E ¢ R F T I S R D N &
AAG AAC TCC CTG TAT CTG CAA ATG ARC AGT CTG AGA GCT GAG GAT
K N S L Y L ©O ¥ N S L R A E D
CDR H3
ACG GCC GT2 TAT TAC TGT GCG AAx GTC TCG TAC CTT AGC ACC GCG
T A VvV Y Y € A X V_S Y L, S T A
TCC TCC CTT GAC TAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC. ACC GTC TCG
s s 1L D Y W G © G T L VvV T V S
AGT
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FIGURA 9
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REIVINDICACOES

1. Vetor recombinante de expressdo,
CARACTERIZADO pelo fato de compreender um &cido nucléico
compreendendo uma seqiiéncia que codifica um dominio CDR3 de
cadeia leve compreendendo uma seqiéncia de aminoacido da SEQ
ID NO:3, ou modificado da SEQ ID NO:3 por uma substituicgé&o
Uinica de alanina nas posicdes 1, 4, 5, 7 ou 8, ou por uma a
cinco substituicdes conservativas de aminodcido nas posigdes
1, 3, 4, 6, 7, 8 e/ou 9, onde o vetor compreende um marcador
seleciondvel e uma seqiiéncia de controle transcricional
operativamente ligada ao &cido nucléico.

2. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia leve do anticorpo
(LCVR) .

3. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de gque o
dominio CDR2 da LCVR do anticorpo compreende a seqgiiéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:5.

4. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dominio CDRlda LCVR do anticorpo compreende a seqﬁéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:7.

5. Vetor recombinante de expressao,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um &cido nucléico
compreendendo uma seqgiéncia que codifica um dominio CDR3 de
cadeia pesada da seqiiéncia de aminoadcido da SEQ ID NO:4, ou

modificado da SEQ ID NO:4 por uma substituicdo unica de
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alanina nas posigdes 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, ou 11, ou por

uma a cinco substituic®des conservativas de aminodcido nas

posicées 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 e/ou 12, onde o vetor

compreende um marcador seleciondvel e uma seqliéncia de
controle transcricional operativamente ligada ao acido
nucléico.

6. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada do
anticorpo.

7. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 6, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dominio CDR2 do HCVR do anticorpo compreende a seqiiéncia de
aminoadcidos da SEQ ID NO:6.

8.  Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dominio CDR1 do HCVR do anticorpo compreende a seqiiéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:8.

9. Vetor de expressao ‘ recombinante,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um &cido nucléico
compreendendo uma segiiéncia que codifica um dominio CDR3
compreendendo uma seqiéncia de aminodcidos selecionada a
partir do grupo que consiste em: SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ
ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ 1ID
NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ 1ID

NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29, SEQ ID NO:30, SEQ 1ID
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NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33 e SEQ ID NO:34, onde o

vetor compreende um marcador seleciondvel e uma seqiiéncia de

controle transcricional operativamente ligada ao acido

nucléico.

10. Vetor recombinante de expressao,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um acido nucléico
compreendendo uma seqiiéncia gque codifica uma regido variavel
de cadeia leve do anticorpo compreendendo a segiiéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO:1, onde o vetor compreende um
marcador selecionével e uma seqiéncia de controle
transcricional operativamente ligada ao &cido nucléico.

11. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de due
compreende a regido variadvel de cadeia leve do anticorpo e
uma regido constante de cadeia leve do anticorpo.

12. Vetor recombinante de expressao,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um acido nucléico
compreendendo uma seqiiéncia que codifica uma regido variavel
de cadeia pesada do anticorpo compreendendo a seqiiéncia de
aminodcido de SEQ ID NO:2, onde o vetor compreende um
marcador  selecionavel e uma seqgliéncia de controle
transcricional operativamente ligada ao acido nucléico.

13. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 12, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende a regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo e
uma regido constante de cadeia pesada do anticorpo.

14. Vetor recombinante de expressdo, de acordo

com a reivindicacdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que a
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regido constante de cadeia pesada do anticorpo & uma -regiédo
constante IgGl.

15. Vetor recombinante de expressdo, de acordo
com a reivindicacdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que a
regido constante de cadeia pesada do anticorpo é uma regido
constante IgG4.

16. Vetor recombinante de expressao,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um &cido nucléico
compreendendo uma seqliéncia que codifica:

(a) uma cadeia leve do anticorpo tendo uma regié&o
varidvel compreendendo a seqgiiéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO:1; e

(b) uma cadeia pesada do anticorpo tendo uma
regido varidvel compreendendo a seqgiiéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:2, onde o vetor compreende um marcador
seleciondvel e wuma seqiéncia de controle transcriciocnal
operativamente ligada ao acido nucléico.

17. Célula hospedeira procaridética, CARACTERIZADA
pelo fato de que dentro da gqual o vetor recombinante de
expressdo, conforme definido na reivindicacéd&o 16, tenha sido
introduzido.

18. Vetor recombinante de expressao,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um &cido nucléico
compreendendo SEQ ID NO:36, onde o vetor compreende um
marcador selecionéavel e uma seqliéncia de controle
transcricional operativamente ligada ao &cido nucléico.

19. Vetor recombinante de expressao,

CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um &cido nucléico



compreendendo SEQ ID NO:37, onde o vetor compreende um
marcador selecionéavel e uma seqgliéncia de controle

transcricional operativamente ligada ao &cido nucléico.



RESUMO

“VETOR RECOMBINANTE DE EXPRESSAO, E CELULA
HOSPEDEIRA PROCARIOTICA”

S3do apresentados os anticorpos dos seres humanos,
preferivelmente os anticorpos recombinantes dos seres
humanos, que especificamente se ligam ao fator o de necrose
tumoral humana (hTNFa). Estes anticorpos tém alta afinidade
por hTNFa (por exemplo, Kg = 10°® M ou menos), um indice
muito lento para dissociacdo do hTNFa (por exemplo, Kees =

1 5u menos) e neutraliza a atividade do hTNFa in

1073 seg
vitro e in vivo. Um anticorpo da invengdo pode ser um
anticorpo de comprimento completo ou uma porgdo deste de
ligacdo de antigeno. Os anticorpos, ou as porgdes dos
anticorpos, da invengdo, s&o uteis para detectar hTNFoa e
para inibir a atividade do hTNFx, por exemplo em um
individuo humano sofrendo de um distuirbio em que a atividade
do hTNFo seja prejudicial. Os &cidos nucleicos, vetores e
células hospedeiras para expressar os anticorpos
recombinantes de seres humanos da invengdo, € OS pProcessos

de sintetizacdo dos anticorpos recombinantes de seres

humanos, sdo também abrangidos pela invencgdo.
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