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DESCRICAO

“Anticorpos monoclonais humanos para interleucina-5 e métodos
e composigdes compreendendo os mesmos”

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se a anticorpos monoclonais
humanos e suas porgdes de ligacdo ao antigénio que se ligam
especificamente a interleucina-5 (IL-5) e a métodos e
composicbes compreendendo tais anticorpos monoclonais ou suas
porcdes de ligacdo ao antigénio.

ANTECEDENTES DO INVENTO

Os eosindfilos tém um papel importante na patogénese da
asma. Tanto a gravidade da asma como a extensdo da hiper-
reactividade das vias aéreas se correlacionam com o numero de
eosindéfilos no sangue e na expectoracdo. EkEstudos de bidpsias
brénquicas mostram gque os eosindéfilos sdo uma componente
proeminente da inflamacdo das vias aéreas asmaticas e que
contetidos de granulos de eosinéfilos estdo presentes em
maiores concentracgdes no fluido que forra as vias aéreas dos
asméticos. Os conteudos destes granulos consistem em varias
proteinas que tém efeitos tdéxicos directos nas células das
vias aéreas através de multiplos mecanismos tais como
desprendimento de células epiteliais, ciliostase, geracdo de
radicais de oxigénio e lesdes das fibras nervosas das vias
aéreas. 0Os eosindéfilos também produzem mediadores gque podem
aumentar a libertacdo de histamina pelos mastdcitos. Este
espectro de actividades contribui directamente para inflamacéo
crdénica das vias aéreas Dbrénquicas tal como manifestado
através de inchaco das paredes das vias aéreas e geracdo de
muco das vias aéreas. Ao facilitar a penetracdo de agentes
oriundos do ar através do epitélio danificado das vias aéreas,
esta inflamacdo pode causar directamente maior reactividade
neuronal e contraccdo do musculo 1liso (Greenfeder et al.,
Respiratory Research 2: 71-79, 2001).

A interleucina-5 (IL-5) é um dos principais mediadores de
eosindéfilos e um factor critico em lesdes inflamatdrias das
vias aéreas em asma. E produzida principalmente pelo
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subconjunto Th2 de células T e, numa menor extensdo, por
outros tipos celulares incluindo eosindéfilos. A IL-5 & de
importancia critica para a maturacdo dos eosindéfilos na medula
6ssea e de menor importdncia para a resposta quimiotédctica dos
eosindfilos. A IL-5 também estimula a activacéao de
eosindfilos, prolonga a sobrevivéncia, facilita a
desgranulacdo em resposta a estimulos especificos (tais como
IgA ou IgG), e ¢é geralmente um mediador pré-inflamatdrio.
Niveis aumentados de IL-5 foram medidos em asma clinica e
modelos bréngquicos de confronto com antigénios humanos
(Greenfeder et al., Respiratory Research 2: 71-79, 2001).

A asma ¢ actualmente mais eficazmente tratada através de
um regimen de esterbdéides inalados ou orais gque suprimem a
expressdo de varios mediadores chave na asma, incluindo IL-5,
resultando em menor inflamacdo pulmonar. Existem, no entanto,
susceptibilidades perceptiveis a longo prazo da terapia de

esterbdides. Por essa razdo, a terapia directa anti-IL-5 é um
alvo atractivo na gestdo da asma.

Assim, seria desejédvel obter anticorpos de elevada
afinidade, particularmente anticorpos anti-IL-5 humanos, gue
pudessem ser utilizados para tratar patologias mediadas por
IL-5 em humanos.

SUMARIO DA DIVULGACAO

A presente divulgacdo proporciona anticorpos ou suas
porcdes de ligacdo ao antigénio, que se ligam especificamente
a IL-5 e que sdo tal como definidos nas reivindicacgdes anexas.
Em certas concretizacdes, os anticorpos ou porcgdes de ligacédo
ao antigénio sdo isolados e ©podem ser policlonais ou
monoclonais. Os anticorpos do presente invento ligam-se
especificamente a IL-5 humana. Em concretizacdes
particularmente preferidas, os anticorpos sdo anticorpos
monoclonais humanos.

Sdo divulgadas sequéncias de aminoacidos das cadeias
pesadas dos anticorpos ou de seus fragmentos de ligacdo ao
antigénio compreendendo uma sequéncia de aminodcidos derivada
das sequéncias de aminoadcidos da linha germinativa de um gene
humano V3-23, um gene humano D1-20 e um gene humano de JH4B. A
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cadeia pesada CDR2 dos anticorpos ou seus fragmentos de
ligagcdo ao antigénio pode compreender uma substituicdo de
aminodcidos em comparacdo com a sequéncia de aminocdcidos da
linha germinativa e a cadeia pesada CDR3 contém duas
substituicdes de aminodcidos em comparacdo com a sequéncia de
aminodcidos da linha germinativa.

Sdo divulgadas sequéncias de aminodcidos da cadeia leve
dos anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigénio
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos derivada da
sequéncia de aminocdcidos da linha germinativa de um gene
humano de VK 08/018 e de um gene humano de JK4. A cadeia leve
CDR1, CDR2, FR3, CDR3 e FR4 pode compreender, cada uma, uma
substituicdo de aminodcidos em comparacdo com a sequéncia de

aminoacidos da linha germinativa.

Num primeiro aspecto, a presente divulgacdo proporciona
um anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao antigénio que
se liga especificamente a IL-5, em que o referido anticorpo ou
fragmento compreende: 1) uma sequéncia de aminodcidos da
cadeia pesada seleccionada de entre o grupo que consiste em:
(a) a segquéncia de aminodcidos exposta em SEQ ID NO:2, com ou
sem o péptido de sinal; (b) a sequéncia de aminoéacidos
mostrada em SEQ ID NO:6; (c) a sequéncia de aminoacidos do
residuo 50-127 de SEQ ID NO:2; e (d) as sequéncias de
aminodcidos de CDR1, CDR2 e CDR3 mostradas em SEQ ID NO:8, 10
e 12, respectivamente; e ii) uma sequéncia de aminodcidos da
cadeia leve seleccionada de entre o grupo que consiste em: (a)
a sequéncia de aminoadcidos exposta em SEQ ID NO:4, com ou sem
0 péptido de sinal; (b) a sequéncia de aminodcidos do residuo
23-130 de SEQ ID NO:4; (c) a seqguéncia de aminoédcidos do
residuo 46-119 de SEQ ID NO:4; e (d) as seqguéncias de
aminodcidos de CDR1, CDR2 e CDR3 mostradas em SEQ ID NO: 14,
16 e 18, respectivamente. Assim nalgumas concretizacdes do
primeiro aspecto, o anticorpo compreende a sequéncia de
aminodcidos da cadeia pesada mostrada em SEQ ID NO:2. Noutras
concretizagdes, o anticorpo compreende uma cadeia pesada
compreendendo a CDR1, CDR2 e CDR3 mostradas em SEQ ID NO: 8§,
10 e 12, respectivamente. Noutra concretizacdo, a cadeia
pesada do anticorpo compreende uma porcdo contigua da
sequéncia de aminodcidos mostrada na Tabela 2 de CDR1 a CDR3.
Noutra concretizacdo, a cadeia pesada do anticorpo compreende
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a sequéncia de aminodcidos da regido variédvel da cadeia pesada
mostrada em SEQ ID NO:6. Qualquer um dos anticorpos acima
descritos compreende ainda a sequéncia de aminodcidos da
cadeia leve mostrada em SEQ ID NO:4, ou a regido variavel
(residuos de aminodcidos 23-130 de SEQ ID NO:4), CDR1 a CDR3
tal como mostrado na Tabela 3 (residuos de aminodcidos 46-119
de SEQ ID NO:4) ou CDR1 (SEQ ID NO:14), CDR2 (SEQ ID NO:16) e
CDR3 (SEQ ID NO:18) da sequéncia de aminocécidos da cadeia
leve.

Os anticorpos ou suas porcgdes podem ser uma molécula de
imunoglobulina G (IgG), uma IgM, uma IgE, uma IgA ou uma IgD.
Numa concretizacdo preferida, o anticorpo humano é uma IgG e é
um subtipo IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Numa concretizacédo
preferida mais preferida, o anticorpo humanoc ¢é um subtipo
IgG4. Numa concretizacdo ainda mais preferida, o anticorpo
humano ¢ 20.13.3. Noutra concretizacdo, © anticorpo ou a sua
porcdo de ligacdo ao antigénio s&o derivados de um fragmento
Fab, um fragmento F(ab'),, um fragmento F,, um anticorpo de
cadeia simples ou um anticorpo quimérico. Noutra
concretizacdo, o anticorpo ou a sua porcdo de ligacdo ao
antigénio faz parte de uma proteina de fuséo.

Noutro aspecto, a divulgacdo proporciona moléculas
polinucleotidicas compreendendo sequéncias codificando as
moléculas de cadeia pesada e cadeia leve de imunoglobulina ou
suas porcdes, particularmente sequéncias nucleotidicas
codificando regides variaveis da cadeia ©pesada e leve,
sequéncias de aminoédcidos contiguas da cadeia leve e pesada de
CDR1 a CDR3 e CDR individuais. As moléculas polinucleotidicas
do presente invento sdo tal como definidas nas reivindicacdes
anexas.

De acordo com outro objectivo, a divulgacdo proporciona
um anticorpo anti-IL-5 humano ou uma sua porc¢do de ligacdo ao
antigénio que sdo marcados ou derivados. Numa concretizacdo, o
anticorpo ou sua porcdo sdo marcados com um marcador
radicactivo, um marcador enzimdtico, uma toxina, um agente
magnético ou um conjugado de farmaco. Noutra concretizacdo, o
anticorpo ou sua porcg¢do sdo derivados para melhorar uma ou
mais das suas caracteristicas, tais como semivida,
biodisponibilidade ou actividade. Numa concretizacédo
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preferida, o anticorpo ou sua porcdo sdo derivados com
polietilenoglicol, pelo menos um grupo metilo ou etilo ou pelo
menos uma porg¢do hidrato de carbono. Noutra concretizacédo
preferida, o anticorpo marcado ou derivado ou sua pPorcdo s&o
utilizados em métodos de diagndstico ou terapéuticos.

De acordo com outro objectivo, a divulgacgdo proporciona
um anticorpo anti-IL-5 ou uma sua porcdo de ligacdo ao
antigénio gque se caracterizam por uma ou mais das seguintes:
inibe ou diminui inflamacdo mediada por IL-5, a maturacao,
activacédo, desgranulacdo ou infiltracdo de eosindéfilos num
tecido in vivo ou in vitro, inibe hiper-reactividade induzida
por IL-5 de um muisculo liso e diminui os niveis de IL-5 nos
pulmdes, vias aéreas ou sangue. Numa concretizacdo preferida,
o anticorpo humano inibe ou diminui a infiltracdo de
eosinéfilos num tecido in vivo. Numa concretizacdo preferida,
o tecido é pulmdo ou tecido que forra as vias aéreas.

De acordo com outro aspecto, a divulgacdo proporciona
composicdes farmacéuticas e estojos compreendendo o anticorpo
ou uma sua porcdo de ligacdo ao antigénio e um transportador
farmaceuticamente aceitdvel. Numa concretizacdo preferida, a
composicdo farmacéutica ou estojo compreende ainda outro
componente, tal como um reagente de 1imagiologia ou agente
terapéutico. Em concretizacdes preferidas, a composicéao
farmacéutica ou estojo é utilizada em métodos de diagndstico
ou terapéuticos.

Sdo também aqui divulgados métodos de diagndéstico, p.
ex., um método para diagndstico da presenca ou localizacdo de
um tecido que expresse IL-5. Num caso preferido, o método
utiliza um anticorpo marcado ou sua porcdo. O método pode ser
utilizado in vivo ou in vitro. Noutro caso, € proporcionado um
método de diagndéstico que compreende a determinacdo de se um
anticorpo anti-IL-5 humano inibe ou diminui a infiltracédo de
eosinéfilos num tecido, p. ex., o pulméo.

Noutro aspecto, a divulgacdo proporciona a utilizacdo de
anticorpo anti-IL-5 humano ou sua porcdo de 1ligacdo ao
antigénio no fabrico de um medicamento tal como definido nas
reivindicacdes anexas. Numa concretizacéio, um método
terapéutico compreende o passo de administracdo de uma
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quantidade eficaz do anticorpo a um individuo dele
necessitado. Numa concretizacdo preferida, o individuo sofre
de asma, exacerbacbes da asma, episddios de agravamento da
asma, pneumonia crénica, rinite alérgica, rinite alérgica
perene, aspergilose broncopulmonar alérgica, hiper-
eosinofilia, sindroma de Churg-Strauss, dermatite atdpica,
oncocercose, angiodema episddico, sindroma de eosinofilia-
mialgia, doenca celiaca, gastroenterite eosinofilica,
infec¢des helminticas, doenca de Hodgkin, pdlipos nasais,
sindroma de Loeffler, urticéaria, bronquite hiper-eosinofilica,
arterite nodosa, sinusite, sinusite crénica, esofagite
eosinofilica, esofagite eosinofilica alérgica, conjuntivite
alérgica. Numa concretizacdo mais preferida, o método inibe ou
diminui a infiltracdo de eosinéfilos no pulmdo. O anticorpo ou
sua porcdo podem ser administrados de trés vezes ao dia a uma
vez de seis em seis meses e pode ser administrado através de
uma via intravenosa, subcuténea, intramuscular, parentérica,
ou toépica. Noutra concretizacéo, o método ¢é efectuado
juntamente com cirurgia ou outra imunoterapia. Ainda noutra
concretizacéo, 0 anticorpo é marcado com um marcador
radiocactivo, um conjugado de farmaco, uma imunotoxina ou uma
toxina, ou é uma proteina de fusdo compreendendo um péptido
toxico.

Noutro aspecto, a presente divulgacdo proporciona métodos
para producdo de um anticorpo da fasciculo ou uma Sua POrgao
de ligacdo ao antigénio, incluindo produgdo através de uma
célula imortalizada, meios sintéticos, expressdo recombinante

ou apresentacdo fagica.

Outro objecto é proporcionar &cidos nucleicos tal como
definidos pelas reivindicac¢des anexas codificando a cadeia
pesada e/ou leve, suas porcdes de ligacdo ao antigénio ou
derivados de um anticorpo anti-IL-5. Numa concretizacédo
preferida, a molécula de &cido nucleico ¢é derivada de uma
célula ou linha celular que expressa um anticorpo anti-IL-5.
Numa concretizacdo mais preferida, o &cido nucleico é derivado
de um hibridoma. Numa concretizacdo ainda mais preferida, o
hibridoma ¢ 20.13.3. Noutra concretizacéo, a divulgacéo
proporciona vectores e células hospedeiras compreendendo a
molécula ou moléculas de &cido nucleico divulgadas. Noutra
concretizacdo, a divulgacdo proporciona um método de produzir
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de forma recombinante a cadeia pesada e/ou leve, as suas
porcdes de ligacdo ao antigénio ou seus derivados.

E também aqui divulgado um método para tratamento de um
individuo dele necessitado com uma quantidade eficaz de uma
molécula de A&cido nucleico codificando a cadeia pesada e/ou
leve, suas porcgdes de ligacdo ao antigénio ou seus derivados
de um anticorpo anti-IL-5. Numa concretizacdo preferida, o
método ¢é utilizado para tratar, sem limitacéo, asma,
exacerbacbes da asma, episddios de agravamento da asma,
pneumonia crénica, rinite alérgica, rinite alérgica perene,
aspergilose broncopulmonar alérgica, hiper-eosinofilia,
sindroma de Churg-Strauss, dermatite atdpica, oncocercose,
angiodema episdédico, sindroma de eosinofilia-mialgia, doenca
celiaca, gastroenterite eosinofilica, infecg¢des helminticas,
doenca de Hodgkin, pdélipos nasais, sindroma de Loeffler,
urticaria, Dbronquite Thiper-eosinofilica, arterite nodosa,
sinusite, sinusite crdénica, esofagite eosinofilica, esofagite

eosinofilica alérgica, conjuntivite alérgica.

DESCRIQAO DETALHADA DO INVENTO

Definigcdes e Técnicas Gerais

A menos que indicado em contrédrio, os termos cientificos
e técnicos utilizados em ligacdo com o presente invento
deverdo ter os significados que sdo vulgarmente entendidos
pelos vulgares peritos na arte. Mais, a menos que requerido em
contrario pelo contexto, os termos singulares deverdo incluir
o plural e os termos plurais deverdo incluir o singular.
Geralmente, as nomenclaturas utilizadas em relacdo a, e as
técnicas de, cultura celular e de tecidos, biologia molecular,
imunologia, microbiologia, genética e quimica e hibridacdo de
proteinas e 4cidos nucleicos aqui descritas sdo as bem
conhecidas e vulgarmente utilizadas na arte. Os métodos e
técnicas sdo geralmente efectuados de acordo com métodos
convencionais bem conhecidos na especialidade e tal como
descritos em varias referéncias gerais e mais especificas que
sdo citadas e discutidas ao longo do presente fasciculo a
menos de indicado em contrario. Ver, p.ex., Sambrook et al.
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, 2% ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989); e
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Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”,
Greene Publishing Associates (1992); e Harlow e Lane,
“Antibodies: A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor,
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990). As reaccdes
enzimaticas e técnicas de purificacdo sdo efectuadas de acordo
com a egpecificacdo do fabricante, tal como vulgarmente
alcancado na especialidade ou tal como aqui descrito. As
nomenclaturas utilizadas em relacdo a, e o0s procedimentos e
técnicas laboratoriais de, quimica analitica, quimica orgénica
sintética e guimica medicinal e farmacéutica aqui descritos
sdo aqueles bem conhecidos e vulgarmente utilizados na arte.
Técnicas padrdo s&o utilizadas ©para sinteses quimicas,
andlises quimicas, ©preparacdo farmacéutica, formulacdo e
distribuicdo, e tratamento de pacientes.

Os seguintes termos, a menos que indicado em contréario,
deverdo ser entendidos como tendo os seguintes significados:

O termo ‘“polipéptido” engloba proteinas nativas ou
artificiais, fragmentos proteicos e andlogos polipeptidicos de
uma sequéncia proteica. Um polipéptido pode ser monomérico ou
polimérico. Os polipéptidos preferidos de acordo com o
presente invento compreendem as moléculas de cadeia pesada da
imunoglobulina humana e as moléculas da cadeia leve capa da
imunoglobulina humana, bem como moléculas de anticorpo
formadas através de combinacdes compreendendo as moléculas de
cadeia pesada da imunoglobulina com as moléculas de cadeia
leve da imunoglobulina, tais como as moléculas da cadeia

leve Kk da imunoglobulina, bem como seus fragmentos e andlogos.

A expressédo “proteina isolada” ou “polipéptido isolado” é
uma proteina ou polipéptido que em virtude da sua origem ou
fonte de derivacdo (1) ndo estd associado a componentes
naturalmente associados gue o acompanham no seu estado nativo,
(2) estd livre de outras proteinas da mesma espécie, (3) é
expresso por uma célula de uma espécie diferente, ou (4) néo
ocorre na natureza. Assim, um polipéptido que ¢ quimicamente
sintetizado ou sintetizado num sistema celular diferente do da
célula da qual ¢é naturalmente origindrio serd “isolado” dos
seus componentes naturalmente associados. Uma proteina pode
também ser tornada substancialmente livre de componentes
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naturalmente associados através de isolamento, wutilizando
técnicas de purificacdo de proteinas bem conhecidas na arte.

Uma proteina ou polipéptido é “substancialmente puro”,
“substancialmente homogéneo” ou “substancialmente purificado”
quando pelo menos cerca de 60 a 75% de uma amostra exibe uma
Unica espécie de polipéptido. O polipéptido ou proteina pode
ser monomérico ou multimérico. Um polipéptido ou proteina
substancialmente puro constituird tipicamente cerca de 50%,
60, 70%, 80% ou 90% P/P de uma amostra proteica, mais
habitualmente cerca de 95% e de preferéncia serd mais de 99%
puro. A pureza ou homogeneidade da proteina podem ser
indicadas através de varios meios bem conhecidos na arte, tais
como electroforese em gel de poliacrilamida de uma amostra
proteica, seguido de wvisualizacdo de uma TUnica Dbanda
polipeptidica apds coloracdo do gel com um corante Dbem
conhecido na arte. Para certos fins, pode ser proporcionada
maior resolucdo através da utilizacdo de HPLC ou outros meios
bem conhecidos na especialidade para purificacéo.

A expressdo “fragmento polipeptidico” tal como agqui se
utiliza refere-se a um polipéptido que tem uma delecdo amino-

terminal e/ou carboxi-terminal, mas em qgue a restante

sequéncia de aminoacidos é idéntica as posicdes
correspondentes na sequéncia de ocorréncia natural. Os
fragmentos tém tipicamente pelo menos 5, 0, 8 ou

10 aminoédcidos de comprimento, de preferéncia pelo menos
14 aminoé&cidos de comprimento, de preferéncia pelo menos
20 aminoacidos de comprimento, habitualmente pelo menos
50 aminoadcidos de comprimento e ainda de maior preferéncia
pelo menos 70 aminodcidos de comprimento.

A expressdo “anadlogo polipeptidico” tal como aqui se
utiliza refere-se a um polipéptido que é constituido por um
segmento de pelo menos 25 aminodcidos que tem substancial
identidade com uma porcdo de uma sequéncia de aminoédcidos e
que se liga especificamente a IL-5 sob condigdes de ligacéo
adequadas. Tipicamente, o0s andlogos polipeptidicos compreendem
uma substituicdo (ou insercdo ou delecdo) de aminoacidos
conservativa em relacdo a sequéncia de ocorréncia natural. Os
andlogos tém tipicamente pelo menos 20 aminoacidos de
comprimento, de preferéncia pelo menos 50 aminodcidos de
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comprimento ou mais e podem frequentemente ser tdo compridos
como O polipéptido de ocorréncia natural inteiro.

Os anédlogos ndo peptidicos sédo vulgarmente utilizados na
indistria farmacéutica como farmacos com propriedades analogas
as do péptido molde. Estes tipos de compostos nédo peptidicos
sdo designados “imitadores de péptidos” ou “peptidomiméticos”.
Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29, 1986; Veber e Freidinger,
TINS pag. 392, 1985; e Evans et al., J. Med. Chem. 30: 1229,
1987, que sdo aqui incorporadas por referéncia. Tais compostos
sdo frequentemente desenvolvidos com o auxilio de modelacédo
molecular computorizada. Os imitadores de péptidos que sé&o
estruturalmente semelhantes a péptidos terapeuticamente uteis
podem ser utilizados para produzir um efeito terapéutico ou
profildtico equivalente. Geralmente, os peptidomiméticos sé&o
estruturalmente semelhantes a um polipéptido paradigma (i.e.,
um polipéptido que tenha uma propriedade biogquimica ou
actividade farmacoldgica desejada), tal como um anticorpo
humano, mas tém uma ou mais ligacdes peptidicas opcionalmente
substituidas por uma ligacdo seleccionada de entre o grupo que
consiste em: --CH,NH--, --CH,S$--, --CH,-CH;--, --CH=CH--(cis e
trans), --COCHy--, --CH(OH)CHy;.- e --CH,50--, através de
métodos bem conhecidos na arte. A substituicdo sistémica de um
ou mais aminoadcidos de uma sequéncia de consenso com um
D-aminodcido do mesmo tipo (p. ex., D-lisina em vez de
L-lisina) pode também ser utilizada para gerar péptidos mais
estéaveis. Adicionalmente, podem ser gerados péptidos
constrangidos compreendendo uma sSequéncia de consenso ou uma
variacdo da sequéncia de consenso substancialmente idéntica
através de métodos <conhecidos na especialidade (Rizo e
Gierasch, Ann. Rev. Biochem. 6l1: 387, 1992; por exemplo,
através da adicdo de residuos de cisteina internos capazes de
formar pontes dissulfureto intramoleculares que tornem o
péptido ciclico.

Uma “imunoglobulina” ¢é uma molécula tetramérica. Numa
imunoglobulina de ocorréncia natural, cada tetrémero é
constituido por dois pares idénticos de cadeias
polipeptidicas, possuindo cada par uma cadeia “leve” (cerca de
25 kDa) e uma “pesada” (cerca de 50-70 kDa). A porcgdo amino-
terminal de cada cadeia inclui uma regido variavel de cerca de
100 a 110 ou mais aminoédcidos primariamente responséaveis pelo
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reconhecimento do antigénio. A porg¢do carboxi-terminal de cada
cadeia define uma regido constante primariamente responsavel
pela funcéo efectora. As cadeias leves humanas sédo

classificadas como cadeias leves K e A. As cadeias pesadas séo
classificadas como u, A, vy, o ou g e definem o isotipo do
anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente.
Dentro das cadeias leves e pesadas, as regides varidveis e
constantes sdo unidas através de uma regido “J” de cerca de 12
ou mais aminoacidos, com a cadeia pesada a incluir também uma
regido “D” de cerca de 10 ou mais aminoacidos. Ver geralmente,
“Fundamental Immunology” Cap. 7 (Paul, W., ed., 2% ed. Raven
Press, N.Y. (1989)). As regibes variadveis de cada par de
cadeias leve/pesada formam o local de ligacdo do anticorpo de
modo que a imunoglobulina intacta tem dois locais de ligacgédo.

As cadeias de imunoglobulina exibem a mesma estrutura
geral das regides estruturais relativamente conservadas (FR)
unidas através de trés regides hipervaridveis, também chamadas
regides determinantes de complementaridade ou CDR. As CDR das
duas cadeias de cada par sdo alinhadas através de regides
estruturais, permitindo a ligacdo a um epitopo especifico. Do
terminal N ao terminal C, ambas as cadeias leves e pesadas
compreendem os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FRA4.
A atribuicdo de aminoacidos a cada dominio é de acordo com as
definig¢cdes de “Kabat Sequences of Proteins of Immunological
Interest” (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987
e 1991)) ou Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-917, 1987;
Chothia et al., Nature 342: 878-883, 1989.

Um “anticorpo” refere-se a uma imunoglobulina intacta ou
a uma sua porcdo de ligacdo ao antigénio que compita com o
anticorpo intacto pela ligacdo especifica. As porcgdes de
ligacdo ao antigénio podem ser produzidas através de técnicas
de ADN recombinante ou através de clivagem enzimdtica ou
quimica de anticorpos intactos. As porcgdes de ligacdo ao
antigénio incluem, inter alia, Fab, Fab', F(ab'),, Fv, dAb e
fragmentos de regides determinantes de complementaridade
(CDR) , anticorpos de <cadeia simples (scFv), anticorpos
quiméricos, diacorpos e polipéptidos que contenham pelo menos
uma porcdo de uma imunoglobulina que seja suficiente para
conferir ao polipéptido ligacdo especifica ao antigénio. Um

fragmento Fab ¢é um fragmento monovalente consistindo nos
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dominios VL, VH, CL e CH1l; um fragmento F(ab'), é um fragmento
bivalente compreendendo dois fragmentos Fab ligados através de
uma ponte dissulfureto na regido charneira; um fragmento Fd
consiste nos dominios VH e CH1; um fragmento Fv consiste nos
dominios VL e VH de um uUnico braco de um anticorpo; e um
fragmento dAb (Ward et al., Nature 341: 544-54¢, 1989)
consiste num dominio VH. Um anticorpo de cadeia simples (scFv)
¢ um anticorpo em gque uma regido VL e VH s&o emparelhadas para
formar uma molécula monovalente através de um ligante
sintético que lhes permita tornarem-se numa Unica cadeia
proteica (Bird et al., Science 242: 423-426, 1988; e Huston et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883, 1988). Os
diacorpos sdo anticorpos bivalentes, biespecificos nos quais
os dominios VH e VL sdo expressos numa Unica cadeia
polipeptidica, mas utilizando um ligante que seja demasiado
curto para permitir o emparelhamento entre os dois dominios na
mesma cadeia, forcando deste modo os dominios a emparelhar com
dominios complementares da outra cadeia e criando dois locais
de ligacdo ao antigénio (ver p. ex., Holliger, P., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448, 1993; e Poljak, R.
J., et al., Structure 2: 1121-1123, 1994). Uma ou mais CDR
podem ser incorporadas numa molécula covalentemente ou né&o
covalentemente para a tornar numa imunoadesina. Uma
imunoadesina pode incorporar a CDR ou CDR como parte de uma
cadeia polipeptidica maior, pode ligar covalentemente a CDR ou
CDR a outra cadeia polipeptidica ou pode incorporar a CDR ou
CDR ndo covalentemente. As CDR permitem que a imunoadesina se

ligue especificamente a um determinado antigénio de interesse.

Um anticorpo pode ter um ou mais locais de ligacdo. Se
existir mais de um local de 1ligacdo, os locais de ligacéo
podem ser idénticos um ao outro ou podem ser diferentes. Por
exemplo, uma imunoglobulina de ocorréncia natural tem dois
locais de ligacdo idénticos, um anticorpo de cadeia simples ou
fragmento Fab tem um local de ligacdo, enguanto um anticorpo
“biespecifico” ou “bifuncional” tem dois locais de ligacgéo
diferentes. Os anticorpos biespecificos podem ser produzidos
através de uma variedade de métodos incluindo fusdo de
hibridomas ou 1ligacdo de fragmentos Fab'. Ver, p. ex.,
Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321, 1990;
Kostelny et al., J. Immunol. 148: 1547-1553, 1992.
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Um “anticorpo isolado” é um anticorpo que (1) ndo esté
associado a componentes naturalmente associados, incluindo
outros anticorpos naturalmente associados, que o acompanham no
seu estado nativo, (2) estd livre de outras proteinas da mesma
espécie, (3) ¢é expresso por uma célula de uma espécie
diferente ou (4) ndo ocorre na natureza. Exemplos de
anticorpos isolados incluem um anticorpo anti-IL-5 gue tenha
sido purificado por afinidade utilizando IL-5, um anticorpo
anti-IL-5 que tenha sido sintetizado por um hibridoma ou outra
linha <celular in vitro e um anticorpo anti-IL-5 humano
derivado de um ratinho transgénico.

A expressdo “anticorpo humano” inclui todos os anticorpos
que tenham wuma ou mais regides variaveis e constantes
derivadas de sequéncias de imunoglobulina humanas. Estes
anticorpos podem ser preparados numa variedade de modos, tal
como descrito abaixo.

Um anticorpo humanizado é um anticorpo que é derivado de
uma espécie ndo humana, no gqual certos aminodcidos nos
dominios estruturais e constantes das cadeias pesadas e leves
foram mutados para evitar ou abolir uma resposta imunitdria em
humanos. Alternativamente, um anticorpo humanizado pode ser
produzido através de fusdo dos dominios constantes de um
anticorpo humano com os dominios varidveis de uma espécie néo
humana. Exemplos de como fazer anticorpos humanizados podem
ser encontrados nas Patentes dos Estados Unidos N° 6054297,
5886152 e 5877293.

A expressédo “Yanticorpo gquimérico” refere-se a um
anticorpo que contém uma ou mais regides de um anticorpo e uma
ou mais regides de um ou mais outros anticorpos.

O termo “Kisf” refere-se a constate de saida para
dissociacdo de um anticorpo do complexo anticorpo/antigénio.
O termo “Ky” refere-se a constate de dissociacdo de uma

determinada interaccdo anticorpo-antigénio.

O termo “epitopo” inclui qualguer determinante proteico
capaz de se ligar especificamente a uma imunoglobulina ou
receptor de células T. Os determinantes epitdpicos consistem



EP 1 527 100/PT
14

habitualmente em agrupamentos superficiais quimicamente
activos de moléculas tais como aminodcidos ou cadeias laterais
de aclcares e tém habitualmente caracteristicas estruturais
tridimensionais especificas, bem como caracteristicas de carga
especificas. Um anticorpo é referido como ligando-se
egspecificamente a um antigénio quando a constante de
dissociacdo ¢ <1 uM, de preferéncia <100 nM e de maior
preferéncia <10 nM.

Os fragmentos ou analogos de anticorpos ou moléculas de
imunoglobulina podem ser facilmente preparados pelos vulgares
peritos na especialidade seguindo o©os ensinamentos deste
fasciculo. 0Os terminais amino e carboxilo preferidos dos
fragmentos ou analogos ocorrem prdéximo dos limites dos
dominios funcionais. 0Os dominios estruturais e funcionais
podem ser identificados através de comparacdo dos dados da
sequéncia nucleotidica e/ou de aminoédcidos com bases de dados
de sequéncias puUblicas ou privadas. De preferéncia, séo
utilizados métodos de comparacgéao computorizados para
identificar motivos de sequéncias ou dominios de conformacédo
de proteinas previstos que ocorram noutras proteinas de
estrutura e/ou funcdo conhecidas. Os métodos para identificar
sequéncias proteicas que se dobram numa estrutura
tridimensional conhecida s&do conhecidos. Bowie et al., Science
253: 164, 1991.

As substituicdes de aminocdcidos preferidas sdo as dJque:
(1) reduzem a susceptibilidade a protedlise, (2) reduzem a
susceptibilidade a oxidacéo, (3) alteram a afinidade de
ligacdo para formar complexos proteicos, (4) alteram as
afinidades de ligacdo e (5) conferem ou modificam outras
propriedades fisico-quimicas ou funcionais de tais analogos.
Os anédlogos podem incluir varias muteinas de uma sequéncia
diferentes da sequéncia peptidica de ocorréncia natural. Por
exemplo, substituicdes de aminodcidos simples ou multiplas (de
preferéncia substituicdes de aminodcidos conservativas) podem
ser feitas na sequéncia de ocorréncia natural (de preferéncia
na porcdo do polipéptido fora do dominio ou dominios que
formam os contactos intermoleculares). Uma substituicdo de
aminodcidos conservativa ndo deve alterar substancialmente as
caracteristicas estruturais da sequéncia original (p. ex., um
aminodcido de substituicdo ndo deve tender a guebrar uma
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hélice que ocorra na sequéncia original, ou destruir outros
tipos de estruturas secundadrias que caracterizem a sequéncia
original). Exemplos de estruturas secundarias e tercidrias de
polipéptidos reconhecidas na especialidade estdo descritas em
“Proteins, Structures and Molecular Principles” (Creighton,
Ed., W.H. Freeman and Company, New York (1984)); “Introduction
to Protein Structure” (C. Branden e J. Tooze, eds., Garland
Publishing, New York, N.Y. (1991)); e Thornton et al., Nature
354: 105, 1991.

Tal como aqui se utiliza, 0s vinte aminoacidos
convencionais e as suas abreviaturas seguem a utilizacédo
convencional. Ver “Immunology - A Synthesis” (2% Edicdo, E.S.
Golub e D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass.
(1991)) .

Estereoisdmeros (p. ex., D-aminoéacidos) dos vinte
aminodcidos convencionais, aminodcidos ndo naturais tais como
aminodcidos o e «o-bissubstituidos, aminodcidos N-alquilo,
dcido léactico e outros aminodcidos ndo convencionais podem
também ser componentes adequados para polipéptidos do presente
invento. Exemplos de aminodcidos n&o convencionais incluem:
4-hidroxiprolina, v-carboxiglutamato, ¢-N,N,N-trimetilisina,
¢-N-acetilisina, O-fosfo-serina, N-acetilserina,
N-formilmetionina, 3-metil-histidina, 5-hidroxilisina, s-N-
metilarginina e outros aminocdcidos semelhantes e iminoc&acidos
(p. ex., 4-hidroxiprolina). Na notacdo de polipéptidos aqui
utilizada, a direccdo esquerda é a direccdo amino-terminal e a
direccdo direita ¢é a direccdo carboxi-terminal, de acordo com
a utilizacdo padrdo e convencéao.

O termo “polinucledtido” tal como agqui referido significa
uma forma polimérica de nucledtidos de pelo menos 10 bases de
comprimento, ribonucledtidos ou desoxinucledtidos ou uma forma
modificada de cada tipo de nucledétido. O termo inclui as
formas de ADN de cadeia simples e dupla.

A expressdo “polinucledtido isolado” tal como aqui se
utiliza devera significar um polinucledétido de origem
gendmica, de ADNc ou sintética ou alguma sua combinacdo, que
em virtude da sua origem o “polinucledtido isolado” (1) né&o
estd associado a todo ou uma porcdo de um polinucledtido na
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qual o “polinucledtido isolado” se encontra na natureza,
(2) estd operativamente ligado a um polinucledtido com o qual
ndo estd ligado na natureza, ou (3) ndo ocorre na natureza

como parte de uma sequéncia maior.

A expressdo “oligonucledétido” aqui referido inclui
nuclebétidos de ocorréncia natural e modificados ligados uns
aos outros através de ligacdes oligonucleotidicas de
ocorréncia natural e de ocorréncia nao natural. Os
oligonucledétidos sédo um subconjunto de polinucledétidos
compreendendo geralmente um comprimento de 200 bases ou menos.
De preferéncia, os oligonucledtidos tém 10 a 60 bases de
comprimento e de maior preferéncia 12, 13,14,15, 16, 17, 18,
19 ou 20 a 40 bases de comprimento. 0Os oligonucledétidos sé&o
habitualmente de cadeia simples, p. ex., para sondas; embora
os oligonucledtidos possam se de cadeia dupla, p. ex., para
utilizar na construcéo de um mutante génico. Os
oligonucledtidos podem ser oligonucledétidos com sentido ou
anti-sentido.

A  expressdoc “nucledtidos de ocorréncia natural” aqui
referido inclui desoxirribonucledtidos e ribonucledtidos. A
expressdo “nucledtidos modificados” aqui referido inclui
nucledétidos com grupos aclUcar modificados ou substituidos e
semelhantes. A expressdo “ligacdes oligonucleotidicas” aqgqui
referido inclui ligacodes oligonucleotidicas tais como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforosselenoato,
fosforodisselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato,
fosforoamidato e semelhantes. Ver p. ex., LaPlanche et al.,
Nucl. Acids Res. 14: 9081, 1986; Stec et al., J. Am. Chemn.
Soc. 106: 6077, 1984; Stein et al., Nucl. Acids Res. 1l6: 3209,
1988; Zon et al., Anti-Cancer Drug Design 6: 539, 1991, Zon et
al. “Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach”,
pag. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University Press. Oxford
England (1991)); Stec et al., Patente U.S. N.° 5151510;
Uhlmann e Peyman, Chemical Reviews 90: 543, 1990. Um
oligonucledétido pode incluir um marcador para deteccdo, se
desejado.

A menos dque especificado em contrdrio, a extremidade
esquerda das sequéncias polinucleotidicas de cadeia simples é
a extremidade 5’ ; o) sentido esquerdo das sequéncias
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polinucleotidicas de cadeia dupla ¢é referido como o
sentido 5'. O sentido da adicdo de 5' para 3' dos transcritos
de ARN nascentes é referido como o sentido da transcricgdo; as
regides da sequéncia na cadeia de ADN possuindo a mesma
sequéncia que o ARN e que estdo a 5' da extremidade 5’ do
transcrito de ARN sé&do referidas como “sequéncias a montante”;
as regides da sequéncia na cadeia de ADN possuindo a mesma
sequéncia que o ARN e que estdo a 3' da extremidade 3’ do

transcrito de ARN sdo referidas como “sequéncias a jusante”.

As sequéncias “operativamente ligadas” incluem tanto
sequéncias de controlo da expressdo que sdo contiguas ao gene
de 1interesse como sequéncias de controlo da expressdo que
actuam em trans ou a distédncia para controlar o gene de
interesse. A expressdo “sequéncia de controlo da expressao”
tal como aqui se utiliza refere-se a sequéncias
polinucleotidicas gque s&o necessarias para efectuar a
expressdo e o processamento das sequéncias de codificacédo as
quais estdo ligadas. As sequéncias de controlo da expresséo
incluem sequéncias de iniciacdo, terminacdo, promotoras e
estimuladoras da transcricdo; sinais de processamento do ARN
eficientes tais como sinais de processamento e poliadenilacédo;
sequéncias que estabilizam o ARNm citoplasmdtico; sequéncias
que estimulam a eficiéncia da traducdo (i.e., sequéncia de
consenso de Kozak); sequéncias que estimulam a estabilidade
das proteinas; e quando desejado, sequéncias que estimulam a
secrecdo das proteinas. A natureza de tais sequéncias de
controlo difere dependendo do organismo hospedeiro; em
procariotas, tais sequéncias de controlo incluem geralmente
uma sequéncia promotora, um local de ligacdo ao ribossoma e
uma sequéncia de terminacdo da transcricdo; em eucariotas,
geralmente, tais sequéncias de controlo incluem promotores e
sequéncias de terminacéo da transcricéo. A expresséao
“sequéncias de controlo” pretende incluir, no minimo, todos os
componentes cuja presenca seja essencial para a expressido e o
processamento e podem também incluir componentes adicionais
cuja presenca sSeja vantajosa, por exemplo, seguéncias de

comando e sequéncias parceiras de fuséo.

0O termo “wector”, tal como aqui se utiliza, pretende
referir-se a uma molécula de 4&cido nucleico capaz de
transportar outro &cido nucleico ao qual foi ligada. Um tipo
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de vector é um “plasmideo”, que se refere a uma volta de ADN
de cadeia dupla circular na qual podem ser ligados segmentos
adicionais de ADN. Outro tipo de vector & um vector viral, em
que segmentos adicionais de ADN podem ser ligados no genoma
viral. Certos vectores sdo capazes de replicacdo autdnoma numa
célula hospedeira na qual s&o introduzidos (p. ex., vectores
bacterianos possuindo uma origem de replicacdo bacteriana e
vectores de mamifero epissdédmicos). Outros vectores (p. ex.,
vectores de mamifero ndo epissdmicos) podem ser integrados no
genoma de uma célula hospedeira apds introducdo na célula
hospedeira e sdo deste modo replicados juntamente com o genoma
do hospedeiro. Para além disso, certos vectores sdo capazes de
dirigir a expressdo de genes aos quais estdo operativamente
ligados. Tais vwvectores sdo aqui referidos como “wectores de
expressao recombinante” (ou simplesmente, “vectores de
expressdo”). Em geral, os vectores de expressdo de utilidade
em técnicas de ADN recombinante estdo frequentemente na forma
de plasmideos. No presente fasciculo, “plasmideo” e “vector”
podem ser utilizados indiferentemente uma vez que o plasmideo
¢ a forma de vector mais vulgarmente utilizada. No entanto, a
divulgagcédo pretende incluir outras formas de vectores de
expressdo, tais como vectores virais (p. ex., retrovirus de
replicacdo deficiente, adenovirus e virus adeno-associados),

que servem funcdes equivalentes.

A expressdo “célula hospedeira recombinante” (ou
simplesmente “célula hospedeira”), tal como aqui se utiliza,
pretende referir-se a uma célula na qual foi introduzido um
vector de expressdo recombinante. Deve entender-se que tais
termos pretendem referir-se ndo sb6 a célula objecto em
particular mas a descendéncia de uma tal célula.

A  expressdo “hibrida selectivamente” aqui referido
significa ligar-se de modo detectavel e especifico. Os
polinucledétidos, oligonucledtidos e seus fragmentos de acordo
com o presente invento hibridam selectivamente com cadeias de
4dcido nucleico sob condicgcdes de hibridacdo e lavagem qgue
minimizam quantidades apreciédveis de ligacdo detectéavel a
acidos nucleicos ndo especificos. Condic¢des de “elevado rigor”
ou “altamente rigorosas” podem ser utilizadas para alcancar
condicdes de hibridacdo selectivas tal como conhecido na
especialidade e aqui discutido. Um exemplo de condicgdes de



EP 1 527 100/PT
19

“elevado rigor” ou “altamente rigorosas” ¢ um método de
incubacdo de um polinucledétido com outro polinucledbdbtido, em
que um polinucledtido pode ser afixado numa superficie sédlida
tal como uma membrana, num tampdo de hibridacdo de SSPE ou SSC
ox, formamida a 50%, reagente de Denhardt 5x, S3SDS a 0,5%,
100 pg/ml de ADN de esperma da salmdo desnaturado e
fragmentado a uma temperatura de hibridacdo de 42°C durante
12-16 horas, seguido de duas lavagens a 55°C utilizando tampéo
de lavagem de SSC 1x, SDS a 0,5%. Ver também Sambrook et al.,
supra, pags. 9.50-9.55.

Duas sequéncias de aminodcidos sdo homdélogas se houver
uma identidade parcial ou completa entre as suas sequéncias.
Por exemplo, uma homologia de 85% significa que 85% dos
aminocdcidos s&do idénticos quando as duas sequéncias sédo
alinhadas para uma coincidéncia méxima. Os intervalos (numa
das duas sequéncias a alinhar) s&do permitidos para maximizar a
coincidéncia; sdo preferidos comprimentos de intervalos de 5
ou menos sendo mais preferido de 2 ou menos. Alternativamente
e de preferéncia, duas sequéncias proteicas (ou sequéncias
polipeptidicas derivadas delas com pelo menos 30 aminoacidos
de comprimento) sdo homdélogas, tal como este termo se utiliza
aqui, se tiverem um registo de alinhamento de mais de 5 (em
unidades de desvio padrédo) utilizando o programa ALIGN com a
matriz de dados de mutacdo e uma penalidade de intervalo de 6
ou mais. Ver Dayhoff, M.0., em “Atlas of Protein Sequence and
Structure”, pég. 101-110 (Volume 5, National Biomedical
Research Foundation (1972)) e Suplemento 2 a este volume,
pag. 1-10. As duas sequéncias ou suas partes sdo de
preferéncia hombélogas se os seus aminocdcidos forem 50% ou mais
idénticos gquando alinhados de modo ¢dptimo wutilizando o
programa ALIGN.

A expressdo “corresponde a” é aqui wutilizado ©para
significar que uma sequéncia polinucleotidica ¢ idéntica a
toda ou a uma porcdo de uma sequéncia polinucleotidica de
referéncia, ou gque uma sequéncia polipeptidica é idéntica a
uma sequéncia polipeptidica de referéncia. Em contraste, a
expressdo “complementar a” ¢é aqui utilizado para significar
que a sequéncia complementar é idéntica a toda ou a uma pPoOrgao
de uma sequéncia polinucleotidica de referéncia. Para
ilustracdo, a sequéncia nucleotidica “TATAC” corresponde a uma
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sequéncia de referéncia “TATAC” e ¢é complementar a uma
sequéncia de referéncia “GTATA”.

Os seguintes termos sdo utilizados para descrever as
relacdes de sequéncia entre duas ou mais sequéncias
polinucleotidicas ou de aminoacidos: “sequéncia de
referéncia”, “Janela de comparacéao”, “identidade de
sequéncia”, “percentagem de identidade de sequéncia” e
“identidade substancial”. Uma “sequéncia de referéncia” é uma
sequéncia definida utilizada como base para uma comparacdo de
sequéncias; uma sequéncia de referéncia pode ser um
subconjunto de wuma sequéncia maior, por exemplo, como um
segmento de um ADNc inteiro ou uma sequéncia génica dada numa
listagem de sequéncias ou pode compreender um ADNc completo ou
uma sequéncia génica. Geralmente, uma sequéncia de referéncia
tem pelo menos 18 nucledtidos ou 6 aminodcidos de comprimento,
frequentemente pelo menos 24 nucledtidos ou 8 aminoacidos de
comprimento e muito frequentemente pelo menos 48 nucledtidos
ou 16 aminodcidos de comprimento. Uma vez que duas sequéncias
polinucleotidicas ou de aminoacidos podem cada uma
(1) compreender uma sequéncia (i.e., uma porcdo da sequéncia
polinucleotidica ou de aminoadcidos completa) que seja
semelhante entre as duas moléculas e (2) podem ainda
compreender uma sequéncia que seja divergente entre as duas
sequéncias polinucleotidicas ou de aminoécidos, as comparacgdes
de sequéncias entre duas (ou mais) moléculas s&do tipicamente
efectuadas através da comparacdo das duas moléculas ao longo
de uma “janela de comparacdo” para identificar e comparar
regides locais de semelhanca de sequéncias. Uma “janela de
comparacdo”, tal como aqui se utiliza, refere-se a um segmento
conceptual de pelo menos 18 posig¢gdes nucleotidicas contiguas
ou 6 aminocdcidos em gque uma sequéncia polinucleotidica ou
sequéncia de aminocdcidos pode ser comparada com uma sequéncia
de referéncia de pelo menos 18 nucledtidos contiguos ou
sequéncias de 6 aminodcidos e em que a porcdo da sequéncia
polinucleotidica na janela de comparacdo pode compreender 20
por cento ou menos de adigbdes, delecdes, substituicdes e
semelhantes (i.e., intervalos) em comparacdo com a sequéncia
de referéncia (que ndo compreende adicdes nem delecdes) para
alinhamento éptimo das duas sequéncias. O alinhamento dptimo
de sequéncias para alinhar uma Jjanela de comparacdo pode ser
conduzido através do algoritmo de homologia local de Smith e



EP 1 527 100/PT
21

Waterman, Adv. Appl. Math. 2: 482, 1981, através do algoritmo
de alinhamento de homologia de Needleman e Wunsch, J. Mol.
Biol. 48: 443, 1970, através do método de pesquisa de
semelhanca de Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
(U.S.A.) 85: 2444, 1988, através de implementacdes
computorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA
nos pacotes de suporte 1légico Wisconsin Genetics Software
Package Release 7.0, (Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.), Geneworks ou MacVector) ou através de
inspeccdo e ¢é seleccionado o melhor alinhamento (i.e.,
resultando na percentagem de homologia mais elevada ao longo
da janela de comparacdo) gerado através dos varios métodos.

A expressdo “identidade de sequéncia” significa que duas
sequéncias polinucleotidicas ou de aminoadcidos s&do idénticas
(i.e., numa base nucledétido-a-nucledtido ou residuo-a-residuo)
ao longo da Jjanela de comparacdo. A expressdo “percentagem de
identidade de sequéncia” é calculado através da comparacdo de
duas sequéncias alinhadas de modo ¢6ptimo ao longo da Jjanela de
comparacdo, determinando o numero de posigdes nas guais
ocorrem as bases de &cido nucleico (p. ex., A, T, C, G, U ou
I) ou residuos idénticos em ambas as sequéncias para produzir
o numero de posicgdes coincidentes, dividindo o numero de
posicdes coincidentes pelo numero total de posicdes na janela
de comparacdo (i.e., o tamanho da Jjanela) e multiplicando o
resultado por 100 para produzir a percentagem de identidade de
sequéncia. 0Os termos “identidade substancial” tal como aqui se
utiliza denota uma caracteristica de uma sequéncia
polinucleotidica ou de aminoadcidos, em que os polinucledtidos
ou aminodcidos compreendem uma sequéncia que tem pelo menos 85
por cento de identidade de sequéncia, de preferéncia pelo
menos 90 a 95 por cento de identidade de sequéncia, de maior
preferéncia pelo menos 98 por cento de identidade de
sequéncia, mais habitualmente pelo menos 99 por cento de
identidade de sequéncia em comparacdo com uma sequéncia de
referéncia ao longo de uma janela de comparacdo de pelo menos
18 posicdes nucleotidicas (6 aminodcidos), frequentemente ao
longo de uma janela de pelo menos 24-48 posicgdes nucleotidicas
(8-16 aminoacidos), em qgque a percentagem de identidade de
sequéncia ¢ calculada através da comparacdo da sequéncia de
referéncia com a sequéncia que pode incluir delegdes ou
adicdbes que totalizem 20 por cento ou menos da sequéncia de
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referéncia ao longo da janela de comparacdo. A sequéncia de
referéncia pode ser um subconjunto de uma sequéncia maior.

Tal como aplicado a polipéptidos, a expressdo “identidade
substancial” significa que duas sequéncias peptidicas, quando
alinhadas de modo 6ptimo, tal como através dos programas GAP
ou BESTFIT wutilizando ©pesos de intervalo por defeito,
partilham pelo menos 80 por cento de identidade de sequéncia,
de preferéncia pelo menos 90 por cento de identidade de
sequéncia, de maior preferéncia pelo menos 95 por cento de
identidade de sequéncia, ainda de preferéncia pelo menos
98 por cento de identidade de sequéncia e ainda de maior
preferéncia pelo menos 99 por cento de identidade de
sequéncia. De preferéncia, as posicdes de residuos que nédo séo
idénticas diferem por substituicdes de aminoacidos
conservativas. As substituicdes de aminodcidos conservativas
referem-se a capacidade de alterndncia de residuos possuindo
cadeias laterais semelhantes. Por exemplo, um grupo de
aminoacidos possuindo cadeias laterais aliféaticas é glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina; um grupo de aminoacidos
possuindo cadeias laterais hidroxilo alifdticas ¢é serina e
treonina; um grupo de aminodcidos possuindo cadeias laterais
contendo amida ¢ asparagina e glutamina; um grupo de
aminoacidos possuindo cadeias laterais aromaticas é
fenilalanina, tirosina e triptofano; um grupo de aminoédcidos
possuindo cadeias laterais Dbésicas ¢ lisina, arginina e
histidina; e um grupo de aminodcidos possuindo cadeias
laterais contendo enxofre é cisteina e metionina. 0Os grupos de
substituicdes de aminoacidos conservativas preferidos séo:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato e asparagina-
glutamina.

Tal como aqui se utiliza, os termos “marcador” ou
“marcado” referem-se a incorporacdo de outra molécula no
anticorpo. Numa concretizacdo, o marcador ¢ um marcador
detectével, p. ex., a incorporacdo de um aminocdcido marcado
radicactivamente ou ligacdo a um polipéptido de porcgdes
biotiniladas que podem ser detectadas através de avidina
marcada (p. ex., estreptavidina contendo um marcador
fluorescente ou actividade enzimdtica que possa ser detectada
através de métodos bpticos ou colorimétricos). Noutra
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concretizacdo, a etiqueta ou marcador pode ser terapéutico, p.
ex., um conjugado de farmaco ou toxina. Varios métodos de
marcacdo de polipéptidos e glicoproteinas sdo conhecidos na
especialidade e podem ser utilizados. Exemplos de marcadores
para polipéptidos incluem, mas ndo se limitam aos seguintes:
radioisétopos ou radionuclidos (p. ex., °H, **c, *°N, “°s, %y,
Tc, ''1n, **°1, 'I), marcadores fluorescentes (p. ex., FITC,
rodamina, fésforos de lantanideo), marcadores enziméticos (p.
ex., peroxidase de rébano, B-galactosidase, luciferase,
fosfatase alcalina), marcadores gquimioluminescentes, grupos
biotinilo, epitopos polipeptidicos predeterminados
reconhecidos por um repdrter secundario (p. ex., sequéncias
pares de fechos de leucina, locais de ligacdo a anticorpos
secundarios, dominios de ligacdo a metais, etiquetas epitopo),
agentes magnéticos, tais como quelatos de gadolinio, toxinas
tais como a toxina da tosse convulsa, taxol, citocalasina B,
gramicidina D, brometo de etidio, emetina, mitomicina,

etoposido, tenoposido, vincristina, wvinblastina, colchicina,

doxorrubicina, daunorrubicina, di-hidroxi-antracinodiona,
mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, l-desidro
testosterona, glucocorticdides, procaina, tetracaina,

lidocaina, propranolol e ©puromicina e anédlogos ou seus
homélogos. Nalgumas concretizacdes, os marcadores sdo ligados
através de Dbracos espacadores de varios comprimentos para
reduzir o potencial impedimento espacial.

O termo “agente” ¢é agqui utilizado para denotar um
composto gquimico, uma mistura de compostos gquimicos, uma
macromolécula bioldgica ou um extracto feito a partir de
materiais bioldgicos.

A expressdo “agente farmacéutico ou féarmaco” tal como
aqui se utiliza refere-se a um composto quimico ou composicéo
capaz de induzir um efeito terapéutico desejado quando
adequadamente administrado a um paciente. Qutros termos
quimicos sdo aqui utilizados de acordo com a wutilizacgéo
convencional na arte, tal como exemplificado por “The McGraw-
Hill Dictionary of Chemical Terms” (Parker, S., Ed., McGraw-
Hill, San Francisco (1985)).

o) termo paciente inclui individuos humanos e
veterindrios.
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Ao longo desta descricdo e reivindicacdes, a palavra
Ycompreende” ou variacdes tais como “compreendem” ou
“compreendendo” serdo entendidas como implicando a inclusé&o de
um inteiro ou grupo de inteiros referidos mas nédo a excluséo
de qualgquer outro inteiro ou grupo de inteiros.

Anticorpos Humanos e Humanizacdo de Anticorpos

Os anticorpos humanos evitam certos dos problemas
associados a anticorpos gque possuem regides varidveis e/ou
constantes de ratinho ou rato. A presenca de tais proteinas
derivadas de ratinho ou rato podem levar a réapida eliminacéo
dos anticorpos ou podem levar a criacdo de uma resposta
imunitadria contra o anticorpo por um paciente. Espera-se qgue
os anticorpos anti-IL-5 completamente humanos minimizem as
respostas imunogénicas e alérgicas intrinsecas a Mab de
ratinho ou derivados de ratinho e aumentem assim a eficéacia e
seguranca dos anticorpos administrados. Pode-se esperar gue a
utilizacdo de anticorpos completamente humanos proporcione uma
vantagem substancial no tratamento de doencas humanas crdénicas
e recorrentes, tais como inflamagdo e cancro, que possam
requerer administracdes de anticorpos repetidas.

Métodos de Produgcdo de Anticorpos e Linhas Celulares
Produtoras de Anticorpos

Imunizag¢do

Numa concretizacdo, anticorpos humanos s&o produzidos
através de imunizacdo de um animal n&o humano compreendendo
parte ou todo o locus de uma imunoglobulina humana com um
antigénio de IL-5 ou seu fragmento imunogénico. Numa

concretizacdo preferida, o animal ndoc humano é um XenoMouse'".

O XenoMouse™ ¢é uma estirpe de ratinho modificada que
compreende grandes fragmentos dos loci de imunoglobulinas
humanas e é deficiente na producdo de anticorpos de ratinho.
Ver, p. ex., Green et al., Nature Genetics 7: 13-21, 1994; e
Patentes dos Estados Unidos 5916771, 5939598, 5985615,
5998209, 6075181, 6091001, 6114598 e ©6130364. Ver também
WO 91/10741, publicado a 25 de Julho de 1991, WO 94/02602
publicado a 3 de Fevereiro de 1994, WO 96/34096 e WO 96/33735
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ambos publicados a 31 de Outubro de 1996, WO 98/16654
publicado a 23 de Abril de 1998, WO 98/24893 publicado a 11 de
Junho de 1998, WO 98/50433 publicado a 12 de Novembro de 1998,
WO 99/45031 publicado a 10 de Setembro de 1999, WO 99/53049
publicado a 21 de Outubro de 1999, WO 00/09560 publicado de 24
de Fevereiro de 2000 e WO 00/037504 publicado a 29 de Junho de
2000.

As estirpes de XenoMouse™ foram modificadas com
cromossomas artificiais de levedura (YAC) contendo fragmentos
com configuracdo da linha germinativa de 245 kb e 190 kb de
tamanho do locus da cadeia pesada e do locus da cadeia leve
capa humanos, respectivamente, que continham sequéncias
centrais da regido varidvel e constante. Id. O XenoMouse'
produz um repertdrio humano semelhante ao do adulto de
anticorpos completamente humanos e gera anticorpos monoclonais
(Mab) humanos especificos do antigénio. Uma segunda geracdo de
XenoMouse™ contém aproximadamente 80% do repertdério de
anticorpos humanos através da introducdo de fragmentos YAC de
configuracdo da linha germinativa com um tamanho de megabases
dos loci da cadeia pesada e loci da cadeia leve capa humanos.
Ver Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156, 1997; Green e
Jakobovits, J. Exp. Med. 188: 483-495, 1998; e Patente
Us 7064244, apresentada a 3 de Dezembro de 1996.

Noutra concretizacéo, 0s animais nao humanos
compreendendo loci de genes de imunoglobulinas humanas sé&o
animais que tém um “minilocus” de imunoglobulinas humanas. Na
abordagem do minilocus, um JIocus de Ig exdbgeno ¢é imitado
através da inclusdo de genes individuais do locus de Ig.
Assim, um ou mais dos genes de Vz, um ou mais dos genes de Dy
um ou mais dos genes de Jy, uma regido constante mu e uma
segunda regido constante (de preferéncia um regido constante
gama) sdo formados numa construcdo para insercdo num animal.
Esta abordagem é descrita, inter alia, nas Patentes
UsS 5545807, 5545806, 5625825, 5625126, 5633425, 5661016,
5770429, 5789650, 5814318, 5591669, 5612205, 5721367, 5789215
e 56043763.

Uma vantagem da abordagem do minilocus é a rapidez com
que construc¢cdes incluindo porgdes do locus de Ig podem ser
geradas e introduzidas em animais. No entanto, uma potencial
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desvantagem da abordagem do minilocus é qgue pode ndo haver
suficiente diversidade de imunoglobulinas para suportar o
desenvolvimento completo de células B, como tal pode haver
menor producdo de anticorpos.

Acidos Nucleicos, Vectores, Células Hospedeiras e Métodos

Recombinantes de Mascarar Anticorpos

Acidos Nucleicos

Estdo também englobadas moléculas de 4&cido nucleico
codificando anticorpos humanos anti-IL-5 tal como definido nas
reivindicacdes anexas. Numa concretizacdo, a molécula de &cido
nucleico codifica uma cadeia ©pesada e/ou leve de uma
imunoglobulina humana anti-IL-5 intacta. Numa concretizacdo
preferida, uma Unica molécula de &cido nucleico codifica uma
cadeia pesada de uma imunoglobulina humana anti-IL-5 e outra
molécula de &cido nucleico codifica a cadeia 1leve de uma
imunoglobulina humana anti-IL-5. Numa concretizacdo mais
preferida, a imunoglobulina codificada é uma IgG humana. A
cadeia leve codificada pode ser uma cadeia A ou uma cadeia K.
Numa concretizacdo ainda mais preferida, a cadeia leve
codificada ¢ uma cadeia K.

Em concretizacdes preferidas, a molécula de 4cido
nucleico codificando a regido variédvel da cadeia pesada (VH) é
derivada de um gene humano de VH DP-47/3-11. Em véarias
concretizacdes, a molécula de &acido nucleico codificando a VH
ndo contém mais de dez, ndo mais de seis ou ndo mais de trés
mudancas de aminoacidos do gene DP-47/3-11 da linha
germinativa. Numa concretizacdo preferida, a molécula de &cido
nucleico codificando a VH contém pelo menos uma mudanca de
aminodcidos em comparacdo com a sequéncia da linha germinativa
que é i1déntica a mudanca de aminoacidos na sequéncia da linha
germinativa da cadeia pesada do anticorpo 20.13.3. Numa
concretizacdo ainda mais preferida, a VH contém pelo menos
trés mudancas de aminodcidos em comparacdo com as sequéncias
da linha germinativa que sdo idénticas a pelo menos trés
mudancas de aminodcidos na sequéncia da linha germinativa da
VH do anticorpo 20.13.3.
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concretizacdes,
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a molécula de

dcido

nucleico

sequéncia nucleotidica derivada de um

Ainda noutras

uma sequéncia nucleotidica derivada de um JH4B humano.

a molécula de &cido nucleico compreende ainda

A Tabela 1 lista as sequéncias de é4cido nucleico e as

correspondentes sequéncias de aminodcidos que estas codificam,

do anticorpo 20.13.3 ou suas porcdes.

Tabela 1. LISTA DE SEQUENCIAS PARA MAB 20.13.3 OU SUAS PORCOES

SEQ ID NO: |INFORMACAO DA SEQUENCIA

1 Sequéncia de ADN Completa da Cadeia Pesada

2 Sequéncia PROTEICA Completa da Cadeia Pesada

3 Sequéncia de ADN Completa da Cadeia Leve

4 Sequéncia PROTEICA Completa da Cadeia Leve

5 Sequéncia de ADN da regido variavel (Vy) da
Cadeia Pesada

6 Sequéncia PROTEICA da regido variavel (Vy) da
Cadeia Pesada

7 Sequéncia de ADN de CDR1 de Vy

8 Sequéncia PROTEICA de CDR1 de Vy

9 Sequéncia de ADN de CDR2 de Vy

10 Sequéncia PROTEICA de CDR2 de Vy

11 Sequéncia de ADN de CDR3 de Vy

12 Sequéncia PROTEICA de CDR3 de Vy

13 Sequéncia de ADN de CDR1 de Vi

14 Sequéncia PROTEICA de CDR1 de Vi

15 Sequéncia de ADN de CDR2 de Vi

16 Sequéncia PROTEICA de CDR2 de Vi

17 Sequéncia de ADN de CDR3 de Vi

18 Sequéncia PROTEICA de CDR3 de Vg

Em concretizacdes preferidas, a molécula de 4cido

nucleico compreende uma sequéncia nucleotidica codificando a
sequéncia de aminodcidos da VH do anticorpo 20.13.3 pelo menos
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desde a CDR1 até a CDR3 tal como mostrado na Tabela 2. E
também aqui divulgada uma molécula de Aacido nucleico
compreendendo uma sequéncia nucleotidica codificando a

sequéncia de aminoédcidos de uma ou mais das CDR da cadeia
pesada do anticorpo 20.13.3. a molécula
de

codificando a sequéncia de aminoadcidos da cadeia pesada do

Noutra concretizacéo,

dcido nucleico compreende uma sequéncia nucleotidica

anticorpo monoclonal 20.13.3 mostrada em SEQ ID NO:2. Noutra
concretizacdo, a molécula de é&acido nucleico compreende a
sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do
anticorpo monoclonal 20.13.3 mostrada em SEQ ID NO:1. E aqui

também divulgada uma molécula de é&cido nucleico compreendendo

uma sequéncia nucleotidica codificando uma ou mais das CDR da

cadeia pesada do anticorpo monoclonal 20.13.3 mostradas
Tabela 2

ou

respectivamente.

Tabela 2.

mostradas

em

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS

SEQ ID

PESADA DO ANTICORPO MONOCLONAL 20.13.3

NO: 8,

(SEQ ID NO:2)

na

10 e 12,

DA CADEIA

0

péptido

sublinhado.

(CDR1,

de

sinal,

os

primeiros

19

aminodcidos,

esté

As regides determinantes de complementaridade 1-3

CDR2 e CDR3) estdo a negrito e sublinhadas.

1 MEFGLSWLFL VAILKGVQCE VQLLESGGGL VQPGGSLRLS CAASGFTFSS

51

101

151
201
251
301
351
401
451

CDR1

QMNSLRAEDT A
CDR3

PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
EFLGGPSVFL
EVHNAKTKPR
EKTISKAKGQ
SNGQPENNYK
HNHYTQKSLS

AALGCLVKDY
SSSLGTKTYT
FPPKPKDTLM
EEQFNSTYRV
PREPQVYTLP
TIPPVLDSDG
LSLGK

FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
ISRTPEVTCV
VSVLTVLHQD
PSQEEMTKNQ
SFFLYSRLTV

SGALTSGVHT
KVDKRVESKY
VVDVSQEDPE
WLNGKEYKCK
VSLTCLVKGF
DKSRWQEGNV

YAMSWVRQAP GKGLEWVSTI SGSGGSTYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLYL
CDR2 S

VYYCAKERY NWNYLHYWGQ GTLVTVSSAS TKGPSVFPLA
AcoMECA CH1

FPAVLQOSSGL
GPPCPSCPAP
VOQFNWYVDGV
VSNKGLPSSI
YPSDIAVEWE
FSCSVMHEAL

PEPTIDO DE SINAL

Noutras concretizacdes do presente invento,

as moléculas

de &cido nucleico acima descritas podem hibridar sob condicdes

altamente rigorosas, tals como as descritas acima, com

qualguer uma das sequéncias de acido nucleico descritas acima,
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até ao ponto em que estas estejam englobadas pelas
reivindicacgbes anexas.

Noutras concretizacdes, a molécula de 4cido nucleico
codificando a regido variavel da cadeia leve do anticorpo
compreende uma sequéncia nucleotidica derivada de um gene de
Ve 08/018 humano. A referida molécula de &cido nucleico pode
conter até dez, até 6 ou até 3 mudancas de aminodcidos do gene
de Vy 08/018 da linha germinativa. Em concretizacdes
preferidas, a molécula de acido nucleico contém pelo menos
trés mudancas de aminodcidos em comparacdo com a sequéncia de
Vi da linha germinativa que sdo idénticas as mudancas da linha
germinativa verificadas no anticorpo monoclonal 20.13.3.
Noutras concretizacdes, qualquer uma das moléculas de &cido
nucleico antecedentes compreende ainda uma sequéncia
nucleotidica derivada de um gene do segmento de unido humano
J<4.

Em concretizacdes preferidas, uma molécula de &cido
nucleico compreende uma sequéncia nucleotidica codificando a
sequéncia de aminodcidos da regido variavel da cadeia leve do
anticorpo monoclonal 20.13.3, pelo menos desde a CDR1 até a
CDR3 tal como mostrado na Tabela 3. E também aqui divulgada
uma molécula de acido nucleico compreendendo uma sequéncia
nucleotidica codificando a sequéncia de aminocdcidos de uma ou
mais das CDR da cadeia leve do anticorpo 20.13.3. Noutra
concretizacdo, a molécula de &cido nucleico compreende uma
sequéncia nucleotidica codificando a sequéncia de aminoéacidos
da cadeia leve do anticorpo monoclonal 20.13.3 (SEQ ID NO:4).
Noutra concretizacdo, a molécula de &cido nucleico compreende
uma sequéncia nucleotidica mostrada em SEQ ID NO:3. E também
aqui divulgada uma molécula de &cido nucleico compreendendo
uma sequéncia de &cido nucleico que codifica a sequéncia de
aminodcidos de uma ou mais das CDR mostrada em SEQ ID NO:14,
16 e 18.
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Tabela 3. SEQUENCIA DE AMINOACIDOS (SEQ ID NO:4) DA CADEIA
LEVE DO ANTICORPO MONOCLONAL 20.13.3

O péptido de sinal, os primeiros 22 aminodcidos, esté
sublinhado. Nota: E incerto se o péptido de sinal comeca com
“MDMRV...” ou “MRV...”. As regides determinantes de
complementaridade 1-3 (CDR1, CDR2 e CDR3) estdo a negrito e

sublinhadas.
1 MDMRVPAOLL GLLLLWLSGA RCDIQMTQSP SSLSASVGDR VTTTCQASQD
: CDRI
ol [INYLNWYQQ KPGKAPKLLI YSASNLETRV PSRFSGSGSG TDFTFTISSL
CDR1 CDR2 ‘

101 QPEDIATYYC QQYDNHPLTF GGGTKVEIRR TVAAPSVFIF PPSDEQLKSG
CDR3 A COMECA cLl

151 TASVVCLLNN FYPREAKVOW KVDNALQSGN SQESVTEQDS KDSTYSLSST
201 LTLSKADYEK KVYACEVTH QGLSSPVTKS FNRGEC

Noutra concretizacéao, a molécula de &cido nucleico
codificando wuma VL pode hibridar sob condicdes altamente
rigorosas, tais como as descritas acima, com uma sequéncia de
dcido nucleico codificando uma VL descrita imediatamente
acima, até ao ponto em que o acido nucleico esteja englobado
pelas reivindicag¢des anexas.

Uma molécula de 4cido nucleico codificando a cadeia
pesada inteira ou a leve inteira de um anticorpo anti-IL-5 ou
as suas regides variaveis podem ser obtidas a partir de
qualquer fonte que produza um anticorpo anti-IL-5. Numa
concretizacdo do presente invento, as moléculas de &cido
nucleico podem ser obtidas a partir de um hibridoma que
expresse um anticorpo anti-IL-5. Os métodos de isolamento de
ARNm codificando um anticorpo sdo bem conhecidos na arte. Ver,
p. ex., Sambrook et al. O ARNm pode ser utilizado para
produzir ADNc para utilizar na reacgdo em cadeia da polimerase
(PCR) ou clonagem de ADNc de genes do anticorpo. Numa
concretizacdo preferida, a molécula de 4&cido nucleico &
derivada de um hibridoma gque tenha como um dos seus parceiros
de fusdo uma célula de um animal transgénico gue expresse
genes de imunoglobulinas humanas. Numa concretizacdo ainda
mais preferida, a célula animal parceira de fusdo ¢ derivada
de um animal XenoMouse™. Noutra concretizacdo, o hibridoma ¢é
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derivado de um animal transgénico ndo humano, né&do ratinho tal
como descrito acima.

Numa concretizacédo preferida, a cadeia pesada de um
anticorpo anti-IL-5 pode ser construida através da fusdo de
uma molécula de &cido nucleico codificando o dominio variavel
de uma cadeia pesada com um dominio constante de uma cadeia
pesada. De modo semelhante, a cadeia leve de um anticorpo
anti-IL-5 pode ser construida através da fusdo de uma molécula
de acido nucleico codificando o dominio variavel de uma cadeia
leve com um dominio constante de wuma cadeia leve. Numa
concretizacdo mais preferida, o &cido nucleico codificando a
regido variédvel da cadeia pesada codifica a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO:6 e a molécula de &cido nucleico
codificando a regido variavel das cadeias leves codifica a
sequéncia de aminodcidos do residuo 23-130 de SEQ ID NO:4. A
sequéncia de aminoédcidos do residuo 139-465 de SEQ ID NO:2
representa a sequéncia de aminodcidos da regido constante da
cadeia pesada de 20.13.3 e a sequéncia de aminoacidos do
residuo 131-236 de SEQ ID NO:4 representa a sequéncia de
aminodcidos da regido constante da cadeia leve de 20.13.3. A
sequéncia de é4cido nucleico do nucledtido 415-709, 1102-1137,
1256-1585 e 1683-2002 de SEQ ID NO:1 representa a sequéncia de
dcido nucleico codificando a regido constante da cadeia pesada
de 20.13.3 e a sequéncia de 4&cido nucleico do nucledbdtido 391-
708 de SEQ ID NO:3 representa a sequéncia de &acido nucleico
codificando a regido constante da cadeia leve de 20.13.3. Numa
concretizacéo preferida, a molécula de acido nucleico
codificando o dominio constante da cadeia pesada codifica a
sequéncia de aminocdcidos do residuo 139-465 de SEQ ID NO:2 e a
molécula de &cido nucleico codificando o dominio constante da
cadeia leve codifica a sequéncia de aminodcidos do
residuo 131-236 de SEQ ID NO:4. Numa concretizacdo ainda mais
preferida, a molécula de &acido nucleico codificando o dominio
constante da cadeia pesada tem a sequéncia de &cido nucleico
do nucledétido 415-709, 1102-1137, 1256-1585 e 1683-2002 de
SEQ ID NO:1 e a molécula de 4&cido nucleico codificando o
dominio constante da cadeia leve tem a sequéncia de &cido
nucleico da sequéncia de 4cido nucleico do nucledtido 391-708
de SEQ ID NO:3.
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Noutra concretizacdo, pode ser isolada a préopria célula
produtora de anticorpo anti-IL-5 a partir de um animal né&o
humano. O animal transgénico pode ser um ratinho, tal como um
ratinho XenoMouse™, ou outro animal transgénico n&do humano.
Noutra concretizacédo, a célula produtora de anticorpo
anti-IL-5 é derivada de um animal ndo transgénico.

Noutra concretizacdo, as moléculas de &cido nucleico
podem ser utilizadas para produzir vectores utilizando métodos
conhecidos dos vulgares peritos na arte. Ver, p. ex., Sambrook
et al. e Ausubel et al. Numa concretizacdo, os vectores podem
ser vectores plasmidicos ou cosmidicos. Noutra concretizacédo,
0os vectores podem gser vectores virais. 0s vectores virais
incluem, sem limitacdo, adenovirus, retrovirus, virus adeno-
associados e outros picornavirus, virus da hepatite e
baculovirus. 0s vectores podem também ser Dbacteribdéfagos
incluindo, sem limitacdo, M13.

As moléculas de &cido nucleico podem ser utilizadas para
expressar de modo recombinante grandes quantidades de
anticorpos anti-IL-5, tal como descrito abaixo. As moléculas
de &4cido nucleico podem também ser utilizadas para produzir
anticorpos quiméricos, anticorpos de cadeia simples,
immunoadesinas, diacorpos, anticorpos mutados e derivados de

anticorpo, tal como descrito mais abaixo.

Numa concretizacéo, as moléculas de A&cido nucleico
codificando a regido variével das cadeias pesadas (VH) e leves
(VL) sdo convertidas em genes de anticorpo inteiros. Numa
concretizacdo, tais moléculas de &4cido nucleico s&o inseridas
em vectores de expresséo compreendendo ja sequéncias
codificando as ©regides constantes da cadeia ©pesada ou
constantes da cadeia leve, respectivamente, para dque o0
segmento VH ou VL fique operativamente ligado ao segmento ou
segmentos CH ou CL, respectivamente, dentro do vector. Noutra
concretizacdo, as moléculas de é&acido nucleico codificando as
cadeias VH e/ou VL sdo convertidas em genes de anticorpo
inteiros através da ligacdo da molécula de &cido nucleico
codificando uma cadeia VH a uma molécula de acido nucleico
codificando uma cadeia CH wutilizando técnicas de Dbiologia
molecular padrdo. O mesmo pode ser alcancado utilizando
moléculas de &cido nucleico codificando as cadeias VL e CL. As
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sequéncias dos genes das regides constantes das cadeias
pesadas e leves humanas s&o conhecidos na arte. Ver, p. ex.,
Kabat et al., “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, 5% Ed., N° Publ. NIH 91-3242, 1991.

Vectores

Para expressar o0s anticorpos, ou porcgdes de anticorpo tal
como divulgado, inserem-se ADN codificando cadeias leves e
pesadas parciais ou inteiras, obtidos tal como descrito acima,
em vectores de expressdo, de modo a que o0s genes fiquem
operativamente ligados a sequéncias de controlo da transcricgédo
e da traducdo. Os vectores de expressdo incluem plasmideos,
retrovirus, cosmideos, YAC, epissomas derivados de EBV e
semelhantes. O gene do anticorpo é ligado num vector de modo a
que as sequéncias de controlo da transcricdo e da traducéo
dentro do vector sirvam a sua funcdo pretendida de regular a
transcricdo e a traducdo do gene do anticorpo. O vector de
expressdo e as sequéncias de controlo da expressdo sédo
escolhidos para serem compativeis com a célula hospedeira de
expressdo utilizada. O gene da cadeia leve do anticorpo e o
gene da cadeia pesada do anticorpo podem ser inseridos em
vectores separados. Numa concretizacdo preferida, ambos os
genes sdo inseridos no mesmo vector de expressdo. 0s genes do
anticorpo sdo inseridos no vector de expressdo através de
métodos padrdo (p. ex., ligacdo de locais de restricéo
complementares no fragmento do gene do anticorpo e no vector,
ou ligacdo de extremidades cegas se ndo estiverem presentes
locais de restricédo).

Um vector conveniente é um que codifica uma sequéncia de
CH ou CL de imunoglobulina humana completa, com locais de
restricdo apropriados inseridos de modo a que qualquer
sequéncia de VH ou VL possa ser facilmente inserida e
expressa, tal como descrito acima. Em tais vectores, ocorre
normalmente processamento alternativo entre o local dador de
unido na regido J inserida e o local aceitador da unido que
precede a regido C humana e também nas regides de unido que
ocorrem dentro dos exdes de CH humanos. A poliadenilacdo e a
terminacdo da transcricdo ocorrem em locais cromossdédmicos
nativos a Jjusante das regides de codificacdo. O vector de
expressdo recombinante pode também codificar um péptido de



EP 1 527 100/PT
34

sinal que facilite a secrecdo da cadeia de anticorpo a partir
de uma célula hospedeira. O gene da cadeia de anticorpo pode
ser clonado no vector de modo a que o péptido de sinal figque
ligado enquadrado com o terminal amino do gene da cadeia do
anticorpo. O péptido de sinal pode ser um péptido de sinal de
imunoglobulina ou um péptido de sinal heterdélogo (i.e., um
péptido de sinal de uma proteina ndo imunoglobulina).

Para além dos genes das cadeias do anticorpo, o0s vectores
de expressao recombinante do presente invento possuem
sequéncias reguladoras que controlam a expressdo dos genes das
cadeias do anticorpo numa célula hospedeira. Seréd apreciado
pelos peritos na especialidade que o desenho do vector de
expressdo, incluindo a seleccdo de sequéncias reguladoras pode
depender de factores tais como a escolha da célula hospedeira
a transformar, o nivel de expressdo da proteina desejada, etc.
Sequéncias reguladoras preferidas para expressdo de células
hospedeiras de mamifero incluem elementos virais que dirigem
elevados niveis de expressdo proteica em células de mamifero,
tais como promotores e/ou estimuladores derivados de LTR

retrovirais, citomegalovirus (CMV) (tais como o)
promotor/estimulador de CMV), Virus Simio 40 (SV40) (tal como
o promotor/estimulador de SV40), adenovirus (p. ex., 0

promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)), polioma e
promotores fortes de mamifero tais como promotores nativos de
imunoglobulinas e da actina. Para mais descricgdes de elementos
reguladores virais e suas sequéncias, ver p. ex., Patente U.S.
5168062 de Stinski, Pat. U.S. 4510245 de Bell et al. e Pat.
U.S. 4968615 de Schaffner et al.

Para além dos genes das cadeias do anticorpo e das
sequéncias reguladoras, o0s vectores de expressdo recombinante
do presente invento podem possuir sequéncias adicionais, tais
como sequéncias que regulam a replicacdo do vector em células
hospedeiras (p. ex., origens de replicacido) e genes marcadores
selecciondveis. O gene marcador selecciondvel facilita a
seleccdo de células hospedeiras nas quais o vector foi
introduzido (ver p. ex., Pat. U.S. 4399216, 4634665 e 5179017,
todas de Axel et al.). Por exemplo, tipicamente o gene
marcador selecciondvel confere resisténcia a féArmacos, tais
como G418, higromicina ou metotrexato, numa célula hospedeira
na qual 0 vector foi introduzido. Genes marcadores
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seleccionaveis preferidos incluem o gene da di-hidrofolato-
redutase (DHFR) (para utilizar em células hospedeiras dhfr”
com seleccdo/amplificacdo em metotrexato) e o gene neo (para
seleccdo em G418).

Células Hospedeiras Que Ndo Hibridomas e Métodos de Produgdo
Recombinante de Proteinas

As moléculas de &cido nucleico codificando anticorpos
anti-IL-5 e os vectores compreendendo estes anticorpos podem
ser utilizados para transformacdo de uma célula hospedeira de
mamifero adequada. A transformacdo pode ser através de
qualguer método conhecido para introducdo de polinucledtidos
numa célula hospedeira. Os métodos para introducdo de
polinucledétidos heterdlogos em células de mamifero sdo bem
conhecidos na especialidade e incluem transfeccdo mediada por
dextrano, ©precipitacdo em fosfato de <célcio, transfeccéo
mediada por polibreno, fusdo de protoplastos, electroporacéo,
encapsulacéo do polinucledétido ou polinucledtidos em
lipossomas e micro-injeccdo directa do ADN em nlcleos.
Adicionalmente, as moléculas de é&acido nucleico podem ser
introduzidas em células de mamifero através de vectores
virais. Os métodos de transformacdo de células sdo bem
conhecidos na arte. Ver, p. ex., Patentes U.S. 439921p,
4912040, 4740461 e 4959455,

As linhas celulares de mamifero disponiveis Ccomo
hospedeiros para expressdo sdo bem conhecidas na especialidade
e incluem muitas linhas celulares imortalizadas disponiveis em
American Type Culture Collection (ATCC). Estas incluem, inter
alia, células de ovario de hamster chinés (CHO), NSO, células
SP2, células Hela, células de rim de hamster bebé (BHK),
células de rim de macaco (C0OS), células de <carcinoma
hepatocelular humano (p. ex., Hep G2), células A549 e varias
outras linhas celulares. As linhas celulares de particular
preferéncia sd@o seleccionadas através da determinacdo de quais
as linhas celulares que tém elevados niveis de expresséio.
Outras linhas celulares que podem ser utilizadas s&o 1linhas
celulares de 1insecto, tais como células Sf9. Quando os
vectores de expressdo recombinante codificando os genes do
anticorpo s&do introduzidos em células hospedeiras de mamifero,
0s anticorpos s&o produzidos através da cultura das células
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hospedeiras durante um periodo de tempo suficiente para
permitir a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras ou,
de preferéncia, a secrecdo do anticorpo para o meio de cultura
no qual as células hospedeiras sdo criadas. Os anticorpos
podem ser recuperados do meio de cultura utilizando métodos
padrédo de purificacdo de proteinas.

Mais, a expressdo de anticorpos (ou outras suas porcgdes)
a partir de linhas celulares de producdo pode ser estimulada
utilizando varias técnicas conhecidas. Por exemplo, o0 sistema
de expressdo do gene da glutamina-sintase (o sistema GS) & uma
abordagem comum para estimular a expressdo sob certas
condicdes. O sistema GS é discutido na totalidade ou em parte
em ligacdo com as Patentes FEuropeias 0216846, 0256055 e
0323997 e o Pedido de Patente Europeia EP-A-0338841.

Animais Transgénicos

Os anticorpos do presente invento podem também ser
produzidos de modo transgénico através da criagdo de um
mamifero ou de uma planta gque seja transgénico para as
sequéncias das cadeias pesadas e leves de imunoglobulina de
interesse e producdo do anticorpo numa forma recuperavel a
partir deste. Em ligacdo com a producdo transgénica em
mamiferos, os anticorpos podem ser produzidos e recuperados a
partir do leite de cabras, vacas ou outros mamiferos. Ver, p.
ex., Patentes U.S. 5827690, 5756687, 5750172 e 5741957. Numa
concretizacéo, animais transgénicos nao humanos que
compreendem loci de imunoglobulinas humanas sdo imunizados com
IL-5 ou uma sua porgdo. Pode-se produzir tais animais
transgénicos utilizando métodos descritos nas Patentes dos
Estados Unidos 5916771, 5939598, 5985615, 5998209, 6075181,
6091001, 6114598 e 6130364. Ver também WO 91/10741, publicado
a 25 de Julho de 1991, WO 94/02602, publicado a 3 de Fevereiro
de 1994, WO 96/34096 e WO 96/33735, ambos publicados a 31 de
Outubro de 1996, WO 98/16654, publicado a 23 de Abril de 1998,
WO 98/24893, publicado a 11 de Junho de 1998, WO 98/50433,
publicado a 12 de Novembro de 1998, WO 99/45031, publicado a
10 de Setembro de 1999, WO 99/53049, publicado a 21 de Outubro
de 1999, WO 00/09560, publicado a 24 de Fevereiro de 2000 e
WO 00/037504, publicado a 29 de Junho de 2000. ©Noutra
concretizacdo, os animais transgénicos podem compreender um
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“minilocus” de genes de imunoglobulinas humanas. Os métodos
aqui divulgados podem ser modificados tal como descrito, inter
alia, Patente dos Estados Unidos 5994619. Numa concretizacédo
preferida, os animais ndo humanos podem ser ratos, ovelhas,
porcos, cabras, gado ou cavalos. Noutra concretizacédo, o0s
animais transgénicos compreendem moléculas de &acido nucleico
codificando anticorpos anti-IL-5. Numa concretizacédo
preferida, os animais transgénicos compreendem moléculas de
dcido nucleico codificando cadeias pesadas e leves especificas
para IL-5. Noutra concretizacdo, os animais transgénicos
compreendem moléculas de 4cido nucleico codificando um
anticorpo modificado tal como um anticorpo de cadeia simples,
um anticorpo guimérico ou um anticorpo humanizado. Os
anticorpos anti-IL-5 podem ser produzidos em qualquer animal
transgénico. Numa concretizacdo preferida, os animais né&o
humanos sdo ratinhos, ratos, ovelhas, porcos, cabras, gado ou
cavalos.

Mudanca de Classe

Outro aspecto é proporcionar um mecanismo através do qual
a classe de um anticorpo anti-IL-5 pode ser mudada para outra.
Num aspecto do presente invento, uma molécula de &cido
nucleico codificando VL ou VH é isolada utilizando métodos bem
conhecidos na especialidade de modo a gque ndo inclua quaisquer
sequéncias de acido nucleico codificando CL ou CH. A molécula
de acido nucleico codificando VL ou VH sédo entéo
operativamente ligadas a uma sequéncia de &cido nucleico
codificando uma CL ou CH de uma classe diferente de molécula
de imunoglobulina. Isto pode ser alcancado utilizando um
vector ou uma molécula de é4cido nucleico que compreenda uma
cadeia CL ou CH, tal como descrito acima. Por exemplo, um
anticorpo anti-IL-5 que era originalmente IgM pode ser mudado
de classe para uma IgG. Mais, a mudanca de classe pode ser
utilizada para converter uma subclasse de IgG noutra, p. ex.,
de IgGl para IgG2.

Derivados de Anticorpo

Pode-se utilizar as moléculas de &4cido nucleico descritas
acima para gerar derivados de anticorpo utilizando técnicas e
métodos conhecidos de um vulgar perito na arte.
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Anticorpos Mutados

Noutra concretizacdo, as moléculas de &cido nucleico,
vectores e células hospedeiras podem ser utilizados para
produzir anticorpos anti-IL-5 mutados. Os anticorpos podem ser
mutados nos dominios varidveis das cadeias pesadas e/ou leves
para alterar uma propriedade de ligacdo do anticorpo. Por
exemplo, pode ser feita uma mutacdo numa ou mais das regides
CDR para aumentar ou diminuir a Kgq do anticorpo para IL-5,
para aumentar ou diminuir a Korsy ou para alterar a
especificidade de 1ligacdo do anticorpo. As técnicas em
mutagénese dirigida ao local s&o bem conhecidas na arte. Ver,
p. ex., Sambrook et al. e Ausubel et al., supra. Numa
concretizacdo preferida, sdo feitas mutacdes num residuo de
aminoacido que se sabe estar mudado em comparacdo com a linha
germinativa numa regido varidvel de um anticorpo anti-IL-5.
Numa concretizacdo mais preferida, sdo feitas uma ou mais
mutacdes num residuo de aminodcido que se sabe estar mudado em
comparacdo com a linha germinativa numa regido variavel de um
dos anticorpos anti-IL-5 do presente invento. Noutra
concretizacdo, as moléculas de &cido nucleico sdo mutadas numa
ou mais das regides estruturais. Pode ser feita uma mutacéo
numa regido estrutural ou num dominio constante para aumentar
a semivida do anticorpo anti-IL-5. Ver, p. ex., Pedido dos
Estados Unidos US 2002/0142374 Al, apresentado a 17 de Agosto
de 1999. Pode também ser feita uma mutacdo numa regiédo
estrutural ou num dominio constante para alterar a
imunogenicidade do anticorpo, para proporcionar um local para
ligacdo covalente ou ndo covalente a outra molécula, ou para
alterar propriedades tais como a fixacdo do complemento. Podem
ser feitas mutacdes em cada uma das regides estruturais, no
dominio constante e nas regides varidveis num Unico anticorpo
mutado. Alternativamente, podem ser feitas mutacdes em apenas
uma das regides estruturais, nas regides variaveis ou no
dominio constante num Unico anticorpo mutado.

Numa concretizacdo, ndo existem mais de dez mudancas de
aminodcidos em qualquer uma das regides VH ou VL do anticorpo
anti-IL-5 mutado em comparacdo com o anticorpo anti-IL-5 antes
da mutacdo. Numa concretizacdo mais preferida, ndo existem
mais de cinco mudancas de aminoacidos em qualquer uma das
regides VH ou VL do anticorpo anti-IL-5 mutado, de maior
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preferéncia ndo mais de trés mudancas de aminoédcidos. Noutra
concretizacéio, ndo existem mais de quinze mudancas de
aminoadcidos nos dominios constantes, de maior preferéncia, né&o
mais de dez mudancas de aminodcidos, sendo preferivel ndo mais
de cinco mudancas de aminoacidos.

Anticorpos de Fusdo e Imunoadesinas

Noutra concretizacdo, pode ser produzido um anticorpo de
fusdo ou imunocadesina que compreenda todo ou uma porcdo de um
anticorpo anti-IL-5 ligado a outro polipéptido. Numa
concretizacdo preferida, apenas as regides variédveis do
anticorpo anti-IL-5 estdo 1ligadas ao polipéptido. Noutra
concretizacdo preferida, o dominio VH de um anticorpo
anti-IL-5 ¢é 1ligado a um primeiro polipéptido, enquanto o
dominio VL de um anticorpo anti-IL-5 é ligado a um segundo
polipéptido que se associa com o primeiro polipéptido de um
modo em que os dominios VH e VL possam interagir um com O
outro para formar um local de ligacdo do anticorpo. Noutra
concretizacdo preferida, o dominio VH é separado do dominio VL
através de um ligante de modo a que os dominios VH e VL possam
interagir um com o outro (ver abaixo sob Anticorpos de Cadeia
Simples). O anticorpo VH-ligante-VL é entdo ligado ao
polipéptido de interesse. O anticorpo de fusdo ¢é util para
dirigir um polipéptido para uma célula ou tecido que expresse
IL-5. O polipéptido pode ser um agente terapéutico, tal como
uma toxina, um factor de crescimento ou outra proteina
reguladora ou pode ser um agente de diagndstico, tal como uma
enzima que possa ser facilmente visualizada, tal como
peroxidase de rédbano. Adicionalmente, podem ser criados
anticorpos de fusdo em que dois (ou mais) anticorpos de cadeia
simples sdo ligados um ao outro. Isto é Util se se pretender
criar um anticorpo bivalente ou polivalente numa cadeia
polipeptidica simples ou se se pretender criar um anticorpo
biespecifico. Numa concretizacdo, o anticorpo de fusdo ou
imunocadesina é preparado utilizando as regides varidveis do
anticorpo monoclonal 20.13.3. Noutra concretizacéo, o)
anticorpo de fusdo ou imunocadesina € preparado utilizando uma
ou mais regides CDR de um anticorpo anti-IL-5, tal como de
20.13.3.
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Anticorpos de Cadeia Simples

Para criar um anticorpo de cadeia simples (scFv), os
fragmentos de ADN codificando VH e VL s&do operativamente
ligados a outro fragmento codificando um ligante flexivel, p.
ex., codificando a sequéncia de aminoacidos (Glys-Ser)s, de
modo a que as sequéncias de VH e VL possam ser expressas como
uma proteina de cadeia simples contigua, com as regides VL e
VH unidas através do ligante flexivel (ver p. ex., Bird et
al., Science 242: 423-426, 1988; Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 5879-5883, 1988; McCafferty et al., Nature
348: 552-554, 1990). O anticorpo de cadeia simples pode ser
monovalente, se apenas forem utilizadas uma VH e VL,
bivalente, se forem utilizadas duas VH e VL, ou polivalente,
se forem utilizadas mais de duas VH e VL.

Numa concretizacdo, o anticorpo de cadeia simples &
preparado utilizando uma ou mais das regides variaveis do
anticorpo monoclonal 20.13.3. Noutra concretizacéao, o)
anticorpo de cadeia simples € preparado utilizando uma ou mais

regides CDR do referido anticorpo anti-IL-5.

Capacorpos, Minicorpos, Diacorpos e Janusinas

Noutra concretizacéo, podem ser preparados outros
anticorpos modificados utilizando moléculas de &cido nucleico
codificando anti-IL-5. Por exemplo, “Capacorpos” (Ill et al.,
Protein Eng. 10: 949-57, 1997), “Minicorpos” (Martin et al.,
EMBO J. 13: 5303-9, 1994), “Diacorpos” (Holliger et al., PNAS
USA 90: 06444-6448, 1993), ou “Janusinas” (Traunecker et al.,
EMBO J. 10: 3655-3659, 1991 e Traunecker et al. “Janusin: new
molecular design for bispecific reagents”, Int. J. Cancer,
Supl. 7: 51-52, 1992) podem ser preparados utilizando técnicas
padrdo de Dbiologia molecular seguindo os ensinamentos do
fasciculo.

Numa concretizacéao, 0s anticorpos modificados sdo
preparados utilizando uma ou mais das regides variaveis do
anticorpo monoclonal 20.13.3. Noutra concretizacéao, o
anticorpo modificado é preparado utilizando uma ou mais das
regides CDR do referido anticorpo anti-IL-5.
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Anticorpos Quiméricos
Noutro aspecto, podem ser gerados anticorpos
biespecificos. Numa concretizacdo, pode ser gerado um

anticorpo quimérico que se ligue especificamente a IL-5
através de um dominio de 1ligacdo e a uma segunda molécula
através de um segundo dominio de ligacdo. O anticorpo
quimérico pode ser produzido através de técnicas de biologia
molecular recombinantes ou podem ser fisicamente conjugadas
uma com a outra. Adicionalmente, pode ser gerado um anticorpo
de cadeia simples contendo mais de uma VH e VL que se ligue
especificamente a IL-5 e a outra molécula. Tais anticorpos
biespecificos podem ser gerados utilizando técnicas que sé&o
bem conhecidas, por exemplo, Fanger et al., Immunol. Methods
4: 72-81, 1994 e Wright e Harris, supra e em ligacdo com (iii)
ver p. ex., Traunecker et al., Int. J. Cancer (Supl.) 7: 51-
52, 1992. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo quimérico
liga-se a IL-5 e a outra molécula envolvida na promocdo da
proliferacdo de eosindéfilos e basdfilos. Em concretizacdes
preferidas, a outra molécula é eotaxina, IL-3 ou GM-CSF.

Numa concretizacao, 0s anticorpos quiméricos sédo
preparados utilizando uma ou mais das regides variadveis do
anticorpo monoclonal 20.13.3. Noutra concretizacéo, o)
anticorpo quimérico ¢é preparado utilizando uma ou mais das

regides variaveis CDR do referido anticorpo anti-IL-5.

Anticorpos Derivados e Marcados

Um anticorpo ou porcdo de anticorpo pode ser derivada ou
ligada a outra molécula (p. ex., outro péptido ou proteina).
Em geral, os anticorpos ou suas porcdes sdo derivados de modo
a que a ligacdo de IL-5 ndo seja afectada adversamente pela
derivacdo ou marcacdo. Deste modo, os anticorpos e as porcdes
de anticorpo podem incluir tanto formas intactas como
modificadas dos anticorpos anti-IL-5 humanos aqui descritos.
Por exemplo, um anticorpo ou porcdo de anticorpo pode ser
funcionalmente ligado (através de ligacdo quimica, fuséo
genética, associacdo ndo covalente ou de outro modo) a uma ou
mais outras entidades moleculares, tal como outro anticorpo
(p. ex., um anticorpo biespecifico ou um diacorpo), um agente
de deteccdo, um agente citotdxico, um agente farmacéutico e/ou
uma proteina ou péptido que possa mediar a associacdo do
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anticorpo ou porcdo de anticorpo com outra molécula (tal como
uma regido central de estreptavidina ou uma etiqueta de poli-
histidina).

Um tipo de anticorpo derivado ¢é produzido através de
ligacdo cruzada de dois ou mais anticorpos B (do mesmo tipo ou
de tipos diferentes, P. ex., para criar anticorpos
biespecificos). Ligantes cruzados adequados incluem os que sé&o
heterobifuncionais, possuindo dois grupos distintamente
reactivos separados por um espacador apropriado (p. ex.,
éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida) ou
homobifuncional (p. ex., suberato de di-succinimidilo). Tais
ligantes estdo disponiveis em Pierce Chemical Company,
Rockford, III.

Outro tipo de anticorpo derivado é um anticorpo marcado.
Agentes de deteccdo Uteis com o0s quais um anticorpo ou PoOrgao
de anticorpo do presente invento pode ser derivado incluem
compostos fluorescentes, incluindo fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, cloreto de 5-dimetilamino-1-
naftalenossulfonilo, ficoeritrina, fésforos de lantanideo e
semelhantes. Um anticorpo pode também ser marcado com enzimas
que sejam Uteis para deteccdo, tais como peroxidase de rébano,
R-galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina, glicose-
oxidase e semelhantes. Quando um anticorpo ¢ marcado com uma
enzima detectével, é detectado através da adicdo de reagentes
adicionais que a enzima utiliza para produzir um produto
reaccional que pode ser discernido. Por exemplo, quando esté
presente o agente peroxidase de réabano, a adicdo de perdxido
de hidrogénio e diaminobenzidina conduz a um produto
reaccional colorido, que ¢é detectédvel. Um anticorpo pode
também ser marcado com biotina e detectado através da medicéo
indirecta da ligacdo de avidina ou estreptavidina. Um
anticorpo pode também ser marcado com epitopos polipeptidicos
predeterminados reconhecidos por um repbdrter secundirio (p.
ex., sequéncias pares de fechos de leucina, locais de ligacéo
a anticorpos secundérios, dominios de ligacdo a metais,
etiquetas epitopo). Nalgumas concretizacdes, o0s marcadores sé&o
ligados através de bracos espacadores de varios comprimentos
para reduzir o potencial impedimento espacial.
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Um anticorpo anti-IL-5 pode também ser marcado com um
aminodcido marcado radiocactivamente. O marcador radioactivo
pode ser utilizado tanto para fins de diagndéstico como
terapéuticos. O anticorpo anti-IL-5 marcado radioactivamente
pode ser utilizado em diagnéstico, por exemplo, para
determinacdo dos niveis de IL-5 num individuo. Mais, o
anticorpo anti-IL-5 marcado radioactivamente pode ser
utilizado terapeuticamente para tratamento, por exemplo, de
doencas alérgicas caracterizadas por pronunciada infiltracéo
de eosindfilos, tais como, sem limitacdo, asma, exacerbacdes
da asma, episddios de agravamento da asma, pneumonia crdnica,
rinite alérgica, rinite alérgica perene, aspergilose
broncopulmonar alérgica, hiper-eosinofilia, sindroma de Churg-
Strauss, dermatite atdpica, oncocercose, angiodema episddico,
sindroma de eosinofilia-mialgia, doenca celiaca,
gastroenterite eosinofilica, infec¢des helminticas, doenca de
Hodgkin, pdélipos nasais, sindroma de Loeffler, wurticéaria,
bronquite hiper-eosinofilica, arterite nodosa, sinusite,
sinusite crdnica, esofagite eosinofilica, esofagite
eosinofilica alérgica, conjuntivite alérgica. Exemplos de
marcadores para polipéptidos incluem, mas ndo se limitam aos
seguintes radioisétopos ou radionuclidos - °H, 'c, N, *°s,
9OY, 99Tc, lllln, 125L 1317

Um anticorpo anti-IL-5 pode também ser derivado com um
grupo gquimico tal como polietilenoglicol (PEG), um grupo
metilo ou etilo ou um grupo hidrato de carbono. Estes grupos
podem ser Uteis para melhorar as caracteristicas bioldgicas do
anticorpo, Pp. ex., para aumentar a semivida sérica ou para
aumentar a ligacdo aos tecidos.

Caracterizacdo de Anticorpos Anti-IL-5

Classe e Subclasse de Anticorpos Anti-IL-5

A classe e subclasse de anticorpos anti-IL-5 podem ser
determinadas através de qualquer método conhecido na arte. Em
geral, a <classe e subclasse de um anticorpo podem ser
determinadas utilizando anticorpos que sejam especificos para
uma determinada classe e subclasse de anticorpo. Tais
anticorpos estdo comercialmente disponiveis. A classe e
subclasse podem ser determinadas através de ELISA, Western
blot bem como outras técnicas. Alternativamente, a classe e
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subclasse podem ser determinadas através da sequenciacdo de
todos ou de uma porgdo dos dominios constantes das cadeias
pesadas e/ou leves dos anticorpos, comparando as suas
sequéncias de aminoidcidos com as sequéncias de aminoacidos
conhecidas de varias classes e subclasses de imunoglobulinas e
determinando a classe e subclasse dos anticorpos.

Numa concretizacéao, o anticorpo é um anticorpo
policlonal. Noutra concretizacdo, o anticorpo é um anticorpo
monoclonal. O anticorpo pode ser uma molécula IgG, IgM, IgE,
IgA ou IgD. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo é uma
Igé e & um subtipo IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Numa
concretizacdo mais preferida, os anticorpos anti-IL-5 s&do da
subclasse IgG2. Noutra concretizacdo preferida, os anticorpos
anti-IL-5 sdo da mesma classe e subclasse que o anticorpo
monoclonal 20.13.3.

Afinidade de Ligag¢do de Anti-IL-5 a IL-5

Os anticorpos anti-IL-5 ligam-se a IL-5 com elevada
afinidade. 0Os anticorpos ligam-se a IL-5 com substancialmente
a mesma Kyq que o anticorpo monoclonal 20.13.3.

A afinidade de ligacdo e a taxa de dissociacdo de um
anticorpo anti-IL-5 a IL-5 podem ser determinadas através de
qualquer método conhecido na arte. Numa concretizacdo, a
afinidade de 1ligacdo pode ser medida através de ELISA
competitivos, RIA, BIAcore ou tecnologia KinkExA. A taxa de
dissociacdo pode também ser medida através de BIAcore ou
tecnologia KinExA. Numa concretizacdo, a afinidade de ligacéo
e a taxa de dissociacdo sdo medidas através de ressonédncia
plasménica de superficie utilizando, p. ex., um BIAcore.

Identificacdo de Epitopos de IL-5 Reconhecidos pelo Anticorpo
Anti-IL-5

A divulgacdo proporciona também um anticorpo anti-IL-5
que se liga ao mesmo antigénio ou epitopo que um anticorpo
anti-IL-5 humano. Mais, a divulgacdo proporciona um anticorpo
anti-IL-5 que compete de forma cruzada com um anticorpo anti-
IL-5 humano. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo anti-
IL-5 humano ¢ o anticorpo monoclonal 20.13.3. Noutra
concretizacdo preferida, o anti-IL-5 humano compreende uma ou
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mais CDR do anticorpo monoclonal 20.13.3. Numa concretizacéo
preferida, o anticorpo anti-IL-5 é outro anticorpo humano.

Pode-se determinar se um anticorpo anti-IL-5 se liga ao
mesmo antigénio utilizando uma variedade de métodos conhecidos
na arte. Por exemplo, pode-se determinar se um anticorpo anti-
IL-5 de teste se liga ao mesmo antigénio através da utilizacéo
de um anticorpo anti-IL-5 para capturar um antigénio que se
saiba ligar-se ao anticorpo anti-IL-5, tal como IL-5, eluindo
o antigénio do anticorpo e depois determinando se o anticorpo
de teste se liga ao antigénio eluido. Pode-se determinar se um
anticorpo se liga ao mesmo epitopo gque um anticorpo anti-IL-5
através da ligacdo do anticorpo anti-IL-5 a IL-5 sob condicdes
saturantes e depois medindo a capacidade do anticorpo de teste
para se ligar a IL-5. Se o anticorpo de teste for capaz de se
ligar a IL-5 ao mesmo tempo que o anticorpo anti-IL-5, entdo o
anticorpo de teste liga-se a um epitopo diferente do do
anticorpo anti-IL-5. No entanto, se o anticorpo de teste né&o
for capaz de se ligar a IL-5 ao mesmo tempo, entdo o anticorpo
de teste liga-se ao mesmo epitopo que o anticorpo anti-IL-5
humano. Esta experiéncia pode ser efectuada utilizando ELISA,
RIA ou ressonancia plasmédnica de superficie. Numa
concretizacdo preferida, a experiéncia é efectuada utilizando
ressonédncia plasménica de superficie. Numa concretizacdo mais
preferida, é utilizado BIAcore. Pode-se também determinar se
um anticorpo anti-IL-5 compete de modo cruzado com @ um
anticorpo anti-IL-5. Numa concretizacdo preferida, pode-se
determinar se um anticorpo anti-IL-5 compete de modo cruzado
com outro através da wutilizacdo do mesmo método que é
utilizado para medir se o anticorpo anti-IL-5 é capaz de se
ligar ao mesmo epitopo que outro anticorpo anti-IL-5.

Utilizagdo da Cadeia Leve e da Cadeia Pesada

A divulgacdo proporciona também um anticorpo anti-IL-5
que compreende sequéncias variaveils da cadeia leve codificadas
por um gene de Vk humano e um gene de Jk humano. No anticorpo
monoclonal 20.13.3, as cadeias leves k utilizam um gene de
Vk 08/018 humano unido a um gene de Jxk4 humano.

Em concretizacdes preferidas, a regido variavel da cadeia
leve dos anticorpos anti-IL-5 do presente invento contém as
mesmas substituic¢des de aminodcidos relativamente a sequéncia
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de aminodcidos do gene 08/018 da linha germinativa, que o
anticorpo monoclonal 20.13.3. Por exemplo, nalgumas
concretizacgdes, a regido variadvel da cadeia leve do anticorpo
anti-IL-5 pode conter uma ou mais das substituicdes de
aminoacidos relativas a sequéncia da linha germinativa de
08/018 que estdo presentes no anticorpo monoclonal 20.13.3.
Deste modo, pode-se misturar e fazer coincidir caracteristicas
diferentes da ligacdo do anticorpo para alterar, p. ex., a
afinidade do anticorpo a IL-5 ou a sua taxa de dissociacédo do
antigénio.

Noutra concretizacdo, a regido variavel da cadeia leve
contém substituicdes de aminodcidos nas mesmas posicgdes gue no
anticorpo monoclonal 20.13.3, mas utiliza diferentes
aminocdcidos nessas posicgdes. De preferéncia a substituicdo é
conservativa relativamente ao aminodcido presente nessa
posicdo em 20.13.3. Por exemplo, se estiver presente glutamato
em 20.13.3 numa determinada posicdo e o glutamato representar
uma substituicdo em comparacdo com a linha germinativa, de
acordo com o presente invento pode-se substituir de modo
conservativo por aspartato nessa posicdo. De modo semelhante,
se a substituicdo de aminodcido for serina, pode-se mudar a

serina por treonina.

Noutra concretizacdo preferida a cadeia leve compreende
uma sequéncia de aminocdcidos que é a mesma da sequéncia de
aminodcidos da VL do Mab 20.13.3. Noutra concretizacéo
altamente preferida, a cadeia leve compreende sequéncias de
aminocacidos que sdo as mesmas das regides CDR da cadeia leve
do anticorpo monoclonal 20.13.3 (tal como mostrado na Tabela 3
e em SEQ ID NO: 14, 16 e 18, respectivamente).

Noutra concretizacéo, o anticorpo ou a SsSua porcgéao
compreendem uma cadeia leve lambda.

E também proporcionado um anticorpo anti-IL-5 ou uma sua
porcdo compreendendo uma cadeia pesada humana ou uma sequéncia
derivada de uma cadeia pesada humana. Numa concretizacdo, a
sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada ¢ derivada de uma
familia de genes DP-47 de Vy. Numa concretizacdo mais
preferida, a cadeia pesada ndo compreende mais de oito
mudancas de aminodcidos de Vy DP-47 da linha germinativa, de
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maior preferéncia n&do mais de seis mudancas de aminodcidos e
ainda de maior preferéncia ndo mais de trés mudancas de
aminoacidos.

Numa concretizacdo preferida, a VH do anticorpo anti-IL-5
contém as mesmas substituicdes de aminoédcidos, relativamente a
sequéncia de aminodcidos da 1linha germinativa, que o Mab
20.13.3. Noutra concretizacdo, as substituicbes de aminoécidos
sdo feitas na mesma posicdo que as verificadas na VH do Mab
20.13.3, mas S&o feitas substituicdes de aminoacidos
conservativas em vez de utilizar o mesmo aminoécido.

Noutra concretizacéo preferida, a cadeia pesada
compreende uma Ssequéncia de aminodcidos que ¢é a mesma da
sequéncia de aminoédcidos da VH do Mab 20.13.3. Noutra
concretizacdo altamente preferida, a cadeia pesada compreende
sequéncias de aminoadcidos que s&o as mesmas das regides CDR da
cadeia pesada do anticorpo monoclonal 20.13.3 mostradas na
Tabela 2. Sdo também agqui divulgadas cadeias pesadas
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos de pelo menos uma
regido CDR da cadeia pesada do anticorpo monoclonal 20.13.3.
Noutra concretizacido preferida, a cadeia pesada compreende uma
sequéncia de aminodcidos seleccionada a partir de SEQ ID NO:2,
6, 8, 10 e 12. Noutra concretizacédo preferida, a cadeia pesada
compreende uma sequéncia de aminodcidos seleccionada a partir
SEQ ID NO: 8, 10 e 12.

Inibicdo da Actividade do Receptor de IL-5 pelo Anticorpo
Anti-IL-5

Inibig¢do da Liga¢do de IL-5 ao Receptor de IL

Noutra concretizacdao, a divulgacdo  proporciona um
anticorpo anti-IL-5 gque inibe a ligagdo de IL-5 ao receptor de
IL-5. Numa concretizacdo preferida, o receptor de IL-5 ¢&
humano. Noutra concretizacdo preferida, o anticorpo anti-IL-5
¢ um anticorpo humano. Noutra concretizacdo, o anticorpo ou
sua porcdo inibem a ligacdo entre IL-5 e o receptor de IL-5
com uma CIsp de ndo mais de 50 nM. Numa concretizacéo
preferida, a CIsp ndo é mais de 10 nM. Numa concretizacdo mais
preferida, a CIsp ndo é mais de 2,0 nM, 0,5 nM, 0,25 nM,
0,1 nM, ou 0,05 nM. A CIs; pode ser medida através de qualquer
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método conhecido na arte. Tipicamente, uma CIsy; pode ser
medida através de ELISA, RIA, ou Antagonismo Funcional. Numa
concretizacéo preferida, a Clsy é medida através de

Antagonismo Funcional.

Inibig¢do da Proliferagdo Celular Mediada por IL-5 através do
Anticorpo Anti-IL-5 (in vitro)

Noutra concretizacdo preferida, a divulgacdo proporciona
um anticorpo anti-IL-5 que inibe a proliferacdo mediada por
IL-5 de uma linha <celular que vresponde a IL-5. Numa
concretizacdo preferida, a linha celular ¢é humana. Numa
concretizacdo ainda mais preferida, a 1linha celular & uma
linha celular de eosinéfilos humanos ou uma linha celular de
eritroleucemia humana, por exemplo, TF-1.

Numa concretizacédo preferida, o anticorpo é um anticorpo
humano. Numa concretizacdo mais preferida, o anticorpo & o

anticorpo monoclonal 20.13.3 ou seus fragmentos funcionais.

Em certas concretizacgdes, o anticorpo anti-IL-5 ou a sua
porcédo funcional inibem a proliferacdo de uma linha celular
que responde a IL-5 com um valor de CIs; de ndo mais de 10 nM.
Em concretizacdes preferidas, a CIsg ndo ¢é mais de 1 nM.
Noutras concretizacdes preferidas, a Clsp ndo ¢é mais de
250 pM. Em concretizacdes preferidas adicionais, a CIsy ndo é
mais de 100 pM. Ainda noutras concretizacdes preferidas, a
CIso ndo € mais de 50 pM.

Inibig¢do da Acumulagdo de Eosindéfilos in vivo

Noutra concretizacdo, um anticorpo anti-IL-5 inibe a
acumulacdo de eosindfilos in vivo. Numa concretizacéo
preferida, o anticorpo inibe a acumulacdo de eosindéfilos em
comparacdo com a acumulacdo de eosindéfilos num animal né&o
tratado. Numa concretizacdo mais preferida, o anticorpo inibe
a acumulacdo de eosindéfilos em 50%. Numa concretizacdo ainda
mais preferida, o anticorpo inibe a acumulacdo de eosindéfilos
em 75%.

Em certas concretizacdes, a terapia de anticorpo
anti-IL-5 é conduzida em conjunto com terapia com um ou mais
agentes terapéuticos adicionais. Numa concretizacdo preferida,
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o agente adicional promove mais inibicdo da producéo,
maturacdo, migracgcdo para o sangue, activacdo, acumulacdo ou
infiltracdo em tecidos de eosindéfilos num mamifero. Em certas
concretizacdes, a terapia adicional compreende a administracéo
de um ou mais dos agentes seleccionados de entre o grupo que
consiste em corticosterdides, Rr-agonistas, inibidores de
5-L0O, antagonistas do receptor de LTD4 e anti-histaminicos.
Exemplos de corticosterdides para tal terapia incluem, mas néo
se limitam a beta-metasona, prednisolona e hidrocortisona. O
agente ou mais agentes terapéuticos adicionais podem ser
administrados separadamente ou simultaneamente com um
anticorpo anti-IL-5 do presente invento. Numa concretizacgéo
preferida, a co-administracdo de um agente e o anticorpo anti-
IL-5 inibe a acumulacdo de eosindéfilos em pelo menos 50%, de
maior preferéncia 75%, ainda de maior preferéncia 90% apds um
periodo de 22-24 dias.

Composicdes Farmacéuticas e Estojos

A divulgacdo refere-se também a composicdes farmacéuticas
para o tratamento de disturbios, particularmente disturbios
alérgicos, caracterizados por producdo, maturacdo, migracdo
para o Sangue, activacdo ou infiltracdo em tecidos de
eosinéfilos, mediada por IL-5 num mamifero. Numa
concretizacdo, a referida composicdo farmacéutica ¢é para
tratamento de doencas eosinofilicas tais como, sem limitacéo,
asma, exacerbacdes da asma, episddios de agravamento da asma,
pneumonia crénica, rinite alérgica, rinite alérgica perene,
aspergilose broncopulmonar alérgica, hiper-eosinofilia,
sindroma de Churg-Strauss, dermatite atdpica, oncocercose,
angiodema episdédico, sindroma de eosinofilia-mialgia, doenca
celiaca, gastroenterite eosinofilica, infec¢des helminticas,
doenca de Hodgkin, pdlipos nasais, sindroma de Loeffler,
urticéria, bronquite hiper-eosinofilica, arterite nodosa,
sinusite, sinusite crdénica, esofagite eosinofilica, esofagite
eosinofilica alérgica, conjuntivite alérgica.

Os anticorpos anti-IL-5 podem ser incorporados em
composicdes farmacéuticas adequadas para administracdo a um
individuo. Tipicamente, a composicdo farmacéutica compreende
um anticorpo ou seu fragmento funcional do presente invento e
um transportador farmaceuticamente aceitdvel. Tal como agui se
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utiliza, “transportador farmaceuticamente aceitével” inclui
qualquer um e todos os solventes, meios de disperséo,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifingicos, agentes
isotbénicos e de retardamento da absorcdo, e semelhantes qgue
sejam fisiologicamente compativeis. Exemplos de
transportadores farmaceuticamente aceitédveis incluem um ou
mais de &gua, solucdo salina, solucdo salina tamponada com
fosfato, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes, bem como
suas combinacdes. Em muitos casos, serd preferivel incluir
agentes isotdédnicos, por exemplo, acgucares, poli-alcoois tais
como manitol, sorbitol ou cloreto de sdédio na composicéio.
Substincias farmaceuticamente aceitédveis tais como substéncias
molhantes ou quantidades menores de substéncias auxiliares
tais como agentes molhantes ou emulsionantes, conservantes ou
tampdes, aumentardo a duracdo de armazenagem ou eficacia do
anticorpo ou porcdo de anticorpo.

As composicdes podem estar numa variedade de formas.
Estas incluem, por exemplo, formas de dosagem liquidas, semi-
sbélidas e sd6lidas, tais como solucgdes liquidas (p. ex.,
solugdes injectédveis e de infusdo), dispersdes ou suspensdes,
comprimidos, pilulas, pdbds, lipossomas e supositdrios. A forma
preferida depende do modo de administracdo e da aplicacéo
terapéutica pretendidos. Composicdes preferidas tipicas estéo
na forma de solugdes injectédveis ou de infusdo, tais como
composicdes farmacéuticas semelhantes as wutilizadas para
imunizacdo passiva de humanos com outros anticorpos. O modo de
administracdo preferido é o parentérico (p. ex., intravenoso,
subcuténeo, intraperitoneal, intramuscular) . Numa
concretizacdo preferida, o anticorpo é administrado através de
infuséo ou injeccéo intravenosa. Noutra concretizacédo
preferida, o anticorpo ¢ administrado através de injeccéo
intramuscular ou subcutanea.

As composicdes terapéuticas tém tipicamente de ser
estéreis e estéveis sob as condicdes de fabrico e
armazenamento. A composicdo pode ser formulada como uma
solucédo, microemulsdo, dispersédo, lipossoma ou outra estrutura
ordenada adequada para concentracdo elevada de farmaco. Podem
ser ©preparadas solucdes 1injectéaveis estéreis através da
incorporacdo do anticorpo anti-IL-5 na quantidade requerida
num solvente apropriado com um ingrediente ou uma combinacéo
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de ingredientes enumerados acima, conforme necessédrio, seguido
de esterilizacdo por filtracdo. Geralmente, as dispersdes séo
preparadas através da incorporacdo do composto activo num
veiculo estéril que contém um meio de dispersdo béasico e os
outros ingredientes necessarios dos enumerados acima. No caso
de pds estéreis para a preparacdo de solugdes injectéveis
estéreis, o0s métodos preferidos de preparacdo sdo a secagem em
vacuo e a secagem por congelacdo que produz um pd do
ingrediente activo mais qualquer ingrediente adicional
desejado a partir de uma sua solucdo previamente esterilizada
por filtracdo. A fluidez correcta de uma solucdo pode ser
mantida, por exemplo, através da utilizacdo de um revestimento
tal como lecitina, através da manutencdo do tamanho de
particula requerido no <caso de dispersdo e através da
utilizacéo de tensioactivos. A absorcdo prolongada de
composicdes injectéveis pode ser alcancada através da incluséo
na composicdo de um agente que retarde a absorgdo, por
exemplo, sais de monoestearato e gelatina.

Os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem
ser administrados através de uma variedade de métodos
conhecidos na arte, embora para muitas aplicacdes
terapéuticas, a via/o modo de administracdo preferido ¢
subcuténea, intramuscular, intravenosa ou infusdo. Tal como
serd apreciado pelo perito na especialidade a via e/ou o modo
de administracdo variardo dependendo dos resultados desejados.

Em certas concretizacdes, o composto activo pode ser
preparado com um transportador que protegerd o composto contra
a libertacdo ré4pida, tal como uma formulacdo de libertacédo
controlada, incluindo implantes, adesivos transdérmicos e
sistemas de distribuicéo microencapsulados. Podem ser
utilizados polimeros biodegradidveis, biocompativeis, tais como
etileno-acetato de vinilo, polianidridos, poli (Acido
glicélico), colagénio, poliortoésteres e poli(dcido léactico).
Muitos métodos para a preparacdo de tais formulacdes estédo
patenteados ou sd&o geralmente conhecidos dos peritos na arte.
Ver, p. ex., “Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems”, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York,
1978.
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Em certas concretizacdes, o anticorpo anti-IL-5 ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio podem ser administrados
oralmente, por exemplo, com um diluente 1inerte ou um
transportador edivel assimiléavel. O composto (e outros
ingredientes, se desejado) pode também ser encerrado numa
cépsula de gelatina de revestimento duro ou mole, prensado em
comprimidos, ou incorporado directamente na dieta do
individuo. Para administracdo terapéutica oral, os compostos
podem ser incorporados com excipientes e utilizados na forma
de comprimidos ingeriveis, comprimidos bocais, trociscos,
cépsulas, elixires, suspensdes, xaropes, bolachas e
semelhantes. Para administrar um composto do presente invento
através de uma administracdo qgue ndo parentérica, pode ser
necessario revestir o composto ou co-administrar o compostos

com um material para impedir a sua inactivacéao.

Pode-se também incorporar nas composic¢cdes compostos
activos suplementares. Em certas concretizacgdes, um anticorpo
anti-IL-5 é co-formulado e/ou co-administrado com um ou mais
agentes terapéuticos adicionais. Estes agentes incluem, sem
limitacdo, anticorpos que se ligam a outros alvos (p. ex.,
anticorpos que se ligam a um ou mais factores de crescimento
ou citoquinas ou aos seus receptores da superficie celular),
agentes que reduzem a producdo ou actividade de IL-5, tais
como proteinas de ligacdo a IL-5, oligonucledétidos anti-
sentido contra IL-5 ou o receptor de IL-5, anédlogos peptidicos
que Dbloqueiem a activacdo do receptor de IL-5, receptor
soltivel de IL-5, glucocorticdides e ciclosporina e agentes que
inibam a producdo, maturacido, sobrevivéncia, activacdo ou
migracao da medula bssea de eosindéfilos, tais como
corticosterdides. Tais terapias de combinacdo podem requerer
dosagens inferiores do anticorpo anti-IL-5 e/ou dos agentes
co-administrados, evitando assim possiveis toxicidades ou

complicacdes associadas as varias monoterapias.

As composicgdes farmacéuticas podem incluir uma
“quantidade terapeuticamente eficaz” ou uma “gquantidade
profilacticamente eficaz” de um anticorpo ou porcdo de
anticorpo do presente invento. Uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz, a
dosagens e durante periodos de tempo necessarios, para se
alcancar o resultado terapéutico desejado. Uma gquantidade
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terapeuticamente eficaz do anticorpo ou porcdo de anticorpo
pode variar de acordo com factores tais como o estado de
doenca, idade, sexo e peso do individuo, e a capacidade do
anticorpo ou porcdo de anticorpo para desencadear uma resposta
desejada no individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz
é também uma na qual quaisquer efeitos tdéxicos ou prejudiciais
do anticorpo ou porcdo de anticorpo sdo compensados pelos
efeitos terapeuticamente benéficos. Uma “quantidade
profilacticamente eficaz” refere-se a uma quantidade eficaz,
nas dosagens e durante os periodos de tempo necessarios, para
alcancar o resultado profildtico desejado. Tipicamente, uma
vez que uma dose profilatica ¢é utilizada em individuos antes
ou num estado inicial da doenca, a quantidade
profilacticamente eficaz sera menor que a quantidade
terapeuticamente eficaz.

Os regimenes de dosagem podem ser ajustados para
proporcionar a resposta oOptima desejada (p. ex., uma resposta
terapéutica ou profilédtica). Por exemplo, pode ser
administrado um bolo, podem ser administradas véarias doses
divididas ao longo do tempo ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada tal como indicado
pelas exigéncias da situacdo terapéutica. E especialmente
vantajoso formular composicdes parentéricas na forma de
unidade de dosagem para facilidade de administracdo e
uniformidade da dosagem. A forma de unidade de dosagem tal
como aqui se utiliza refere-se a unidades fisicamente
discretas adequadas como dosagens unitdrias para os individuos
mamiferos a tratar; cada unidade contendo uma gquantidade
predeterminada de composto activo calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associacdo com o transportador
farmacéutico requerido. A especificacdo para as formas de
unidade de dosagem do presente invento sdo ditadas e
directamente dependentes (a) das caracteristicas uUnicas do
anticorpo e do efeito terapéutico ou profildtico particular a
alcancar e (b) das limitacdes inerentes na especialidade de
composicdo de um tal anticorpo para o tratamento de

sensibilidade em individuos.

Um intervalo exemplar ndo limitante para uma quantidade
terapeuticamente ou profilacticamente eficaz de um anticorpo
ou porcdo de anticorpo do presente invento é 0,1-100 mg/kg, de
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preferéncia 0,1-50 mg/kg, de maior preferéncia 0,1-20 mg/kg e
ainda de maior preferéncia 1-10 mg/kg (p. ex., a 0,3, 1 ou
3 mg/kg). Deve notar-se que os valores da dosagem podem variar
com o tipo e a gravidade da condicdo a aliviar. Deve
entender-se ainda que para qualquer individuo particular,
regimenes de dosagem especificos devem ser ajustados ao longo
do tempo de acordo com a necessidade individual e a avaliacéo
profissional da pessoa gue administra ou supervisiona a
administracdo das composicdes, e gque 0s intervalos de dosagem
aqui expostos sdo apenas exemplares e ndo se pretende que
limitem o dmbito ou a pratica da composicédo reivindicada.

Outro aspecto da presente divulgacdo proporciona estojos
compreendendo os anticorpos anti-IL-5 ou fragmentos de ligacéo
ao antigénio e as composicdes farmacéuticas compreendendo
estes anticorpos. Um estojo pode incluir, para além do
anticorpo ou da composicéo farmacéutica, agentes de
diagndéstico ou terapéuticos. Um estojo pode também incluir
instrucdes para utilizacdo num método de diagndéstico ou
terapéutico. Numa concretizacdo preferida, o estojo inclui o
anticorpo ou uma sua composicdo farmacéutica e um agente de
diagnéstico gque possa ser utilizado num método descrito
abaixo. Noutra concretizacdo preferida, o estojo inclui o
anticorpo ou uma sua composicdo farmacéutica e um ou mais
agentes terapéuticos que possam ser utilizados num método
descrito abaixo.

Métodos de Utilizacdo em Diagndstico

Os anticorpos anti-IL-5 ou seus fragmentos de ligacdo ao
antigénio podem ser utilizados para detectar IL-5 numa amostra
bioldégica. 0Os anticorpos anti-IL-5 podem ser utilizados num
imunoensaio convencional, incluindo, sem limitacdo, um ELISA,
um RIA, FACS, imuno-histoquimica de tecidos, Western blot ou
imunoprecipitacéo. Os anticorpos anti-IL-5 podem ser
utilizados para detectar IL-5 de humanos. Noutra
concretizacdo, os anticorpos anti-IL-5 podem ser utilizados
para detectar IL-5 de primatas do Velho Mundo tais como
macacos Cynomolgus (Macaca fascicularis) e Rhesus, chimpanzés
e macacos. Os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigénio
do presente invento podem ser utilizados num método para
deteccdo de IL-5 numa amostra biocldgica compreendendo o
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contacto de uma amostra bioldgica com um anticorpo anti-IL-5
do presente invento ou seus fragmentos de ligacdo ao antigénio
e deteccdo do anticorpo ligado a IL-5, para detectar a IL-5 na
amostra bioldbgica. Numa concretizacdo, o anticorpo anti-IL-5 &
directamente marcado com um marcador detectavel. Noutra
concretizacdo, o anticorpo anti-IL-5 (o primeiro anticorpo)
ndo é marcado e um segundo anticorpo ou outra molécula que se
possa ligar ao anticorpo anti-IL-5 é marcada. Tal como € bem
conhecido de um perito na arte, ¢é escolhido um segundo
anticorpo que seja capaz de se ligar especificamente a espécie
e classe egpecificas do primeiro anticorpo. Por exemplo, se o
anticorpo anti-IL-5 for wuma IgG humana, entdo o anticorpo
secunddrio pode ser um anti-IgG humana. Outras moléculas qgue
se podem ligar a anticorpos incluem, sem limitacdo, Proteina A
e Proteina G, ambas as quails estdo comercialmente disponiveis,
p. ex., em Pierce Chemical Co.

Marcadores adequados ©para o anticorpo ou anticorpo
secundario foram divulgados supra e incluem varias enzimas,
grupos prostéticos, materiais fluorescentes, materiais
luminescentes e materiais radioactivos. Exemplos de enzimas
adequadas incluem peroxidase de rébano, fosfatase alcalina,
B-galactosidase ou acetilcolinesterase; exemplos de complexos
de grupos prostéticos adequados incluem estreptavidina/biotina
e avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes
adequados incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina; <rodamina, fluoresceina diclorotriazinilamina,
cloreto de dansilo ou ficoeritrina; um exemplo de um material
luminescente inclui luminol; e exemplos de material
radioactivo adequado incluem **°I, **'I, °*°s ou °H.

Numa concretizacdo alternativa, a IL-5 pode ser ensaiada
numa amostra bioldgica através de um imunoensaio de competicéo
utilizando padrdes de IL-5 marcados com uma substéncia
detectével e um anticorpo anti-IL-5 n&o marcado. Neste ensaio,
a amostra bioldgica, os padrdes de IL-5 marcados e o anticorpo
anti-IL-5 s&o combinados e ¢é determinada a gquantidade de
padrdo de IL-5 marcada 1ligada ao anticorpo ndo marcado. A
quantidade de IL-5 na amostra Dbioldégica ¢é inversamente
proporcional a guantidade de IL-5 marcada ligada ao anticorpo
anti-IL-5.
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Pode-se wutilizar os imunoensaios aqui divulgados para
varios fins. Numa concretizacdo, o0s anticorpos anti-IL-5 ou
fragmentos podem ser utilizados para detectar IL-5 numa

amostra, particularmente numa amostra bioldgica.

Métodos de Utilizacdo Terapéutica

E  também aqui divulgado um método para inibicdo da
actividade de IL-5 através da administracdo de um anticorpo
anti-IL-5 tal como reivindicado ou um seu fragmento de ligacédo
ao antigénio a um paciente dela necessitado. Qualquer um dos
tipos de anticorpos aqui descritos pode ser utilizado
terapeuticamente. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo
anti-IL-5 ¢ um anticorpo humano. Noutra concretizacédo
preferida, a IL-5 é humana e o paciente é um paciente humano.
Alternativamente, ¢} anticorpo ou fragmento pode ser
administrado a um mamifero nd&o humano expressando uma IL-5 com
a qual o anticorpo reage de forma cruzada (i.e. um primata,
macaco Cynomolgus ou Rhesus) para fins veterinarios ou como um
modelo animal de doenca humana. Tais modelos animais podem ser
Uteis para avaliacdo da eficacia terapéutica dos anticorpos do
presente invento.

Tal como aqui se utiliza, a expressdo “um disturbio no
qual a actividade de 1IL-5 ¢é prejudicial” pretende incluir
doencas e outros distUrbios nos quais se mostrou dque a
presenca de IL-5 num individuo sofrendo do disturbio era ou
era suspeita de ser responsavel pela patofisiologia do
disturbio ou um factor que contribui para um agravamento do
distirbio. Deste modo, o presente invento proporciona, de
acordo com as reivindicagdes anexas, a utilizacdo de um
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio no fabrico
de um medicamento para prevencdo ou inibicdo de uma condicéo
ou disturbio caracterizado por actividade de IL-5 indesejada.
Deste modo, um disturbio no qual a actividade de IL-5 ¢&
prejudicial é um disturbio no qual se espera que a inibicdo da
actividade de IL-5 alivie os sintomas e/ou a progressdo do
disttrbio. Tais disturbios mediados por IL-5 incluem, mas néo
se limitam a disturbios alérgicos, particularmente disturbios
alérgicos da pele e dos tecidos pulmonares e inflamacéo
pulmonar. Tais disturbios podem ser evidenciados, por exemplo,
através de um maior numero de eosinéfilos e/ou basé6filos na
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medula &éssea, sangue ou outros tecidos, ou em liquido de
lavagem broncoalveolar (LBA). Em particular, tais disturbios
podem ser caracterizados por eosinofilia pulmonar ou cuténea,
hiper-reactividade brdnquica, acumulacdo de eosindfilos nos
tecidos pulmonares, nas regides perivasculares e/ou
peribrénquicas, lesbdes do epitélio das vias aéreas, edema
intersticial das vias aéreas, maior secrecdo de muco nos
bréngquios ou broncoconstricdo. Alternativamente, a actividade
patoldgica de IL-5 pode ser evidenciada através de um ou mais
de eosinopoiese aumentada na medula O6ssea, sobrevivéncia
aumentada de eosindéfilos, adesdo aumentada de eosindéfilos a
células endoteliais e actividade citotdéxica aumentada dos
eosindfilos.

Numa concretizacdo preferida, um anticorpo anti-IL-5 ou
um seu fragmento de ligacdo ao antigénio podem @ ser
administrados a um paciente sofrendo de inflamacdo, incluindo
doenca alérgica caracterizada por pronunciada infiltracéo
eosinofilica, tal como rinite nasal, pdlipos nasais, asma,
sindromas eosindéfilos idiopaticos e dermatite atdépica. Numa
concretizacdo ainda mais preferida, o anticorpo anti-IL-5 &
administrado a um paciente que tem inflamacdo pulmonar
crdénica. Numa concretizacdo altamente preferida, o método faz

com que a inflamacdo se torne menos grave ou desapareca.

Noutra concretizacédo preferida, um anticorpo anti-IL-5
pode ser administrado a um paciente possuindo niveis
aumentados de eosindéfilos na medula déssea, sangue ou outros
tecidos corporais. A presenca aumentada de eosindfilos é
conhecida na especialidade como estando associada a doencas
tais como, sem limitacéo, asma, exacerbacdes da asma,
episdédios de agravamento da asma, pneumonia crodénica, rinite
alérgica, rinite alérgica perene, aspergilose Dbroncopulmonar
alérgica, hiper-eosinofilia, sindroma de Churg-Strauss,
dermatite atdpica, oncocercose, angiodema episddico, sindroma
de eosinofilia-mialgia, doenca celiaca, gastroenterite
eosinofilica, infec¢gdes helminticas, doenca de Hodgkin,
pbdlipos nasais, sindroma de Loeffler, wurticédria, bronquite
hiper-eosinofilica, arterite nodosa, sinusite, sinusite
crénica, esofagite eosinofilica, esofagite eosinofilica
alérgica, conjuntivite alérgica. Numa concretizacdo preferida,
o0 anticorpo anti-IL-5 do presente invento ou um seu fragmento
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de ligagdo ao antigénio é administrado a um paciente com asma.
Numa concretizacdo ainda mais preferida, o método previne ou
reduz a gravidade da doenca.

O anticorpo ou fragmento pode ser administrado desde de
cerca de trés vezes ao dia a cerca de uma vez de seis em seis
meses e de preferéncia pode ser administrado através de uma
via oral, mucosa, bocal, intranasal, inaléavel, intravenosa,
subcutanea, parentérica, intratumoral ou tépica. O anticorpo
pode também ser administrado continuamente através de uma
minibomba. O anticorpo serd geralmente administrado engquanto a
condicdo de doenca estiver presente, desde que o anticorpo
faca com que a condicdo pare de se agravar ou melhore. O
anticorpo serd geralmente administrado como parte de uma
composicdo farmacéutica tal como descrito supra. O anticorpo
pode também ser administrado profilacticamente para impedir
que ocorra inflamacdo alérgica e/ou infiltracdo eosinofilica.
Isto pode ser especialmente Util em pacientes em que se tenha
mostrado terem um risco maior de desenvolver uma condicédo

mediada por IL-5 ou eosindéfilos.

Terapia Génica

As moléculas de &cido nucleico podem ser administradas a
um paciente delas necessitado através de terapia génica. A
terapia pode ser in vivo ou ex vivo. Num caso preferido, as
moléculas de 4&cido nucleico codificando tanto wuma cadeia
pesada como uma cadeia leve sdo administradas a um paciente.
Num caso mais preferido, as moléculas de acido nucleico sé&o
administradas de modo a gque sejam estavelmente integradas no
cromossoma de células B devido a estas células serem
especializadas na producdo de anticorpos. Num caso preferido,
células B precursoras sdo transfectadas ou infectadas ex vivo
e re-transplantadas num paciente delas necessitado. Noutro
caso, células B precursoras ou outras células sdo infectadas
in vivo utilizando um virus gque se saiba infectar o tipo
celular de interesse. Vectores tipicos utilizados para terapia
génica incluem lipossomas, plasmideos ou vectores virais, tais
como retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados. Apds
infeccdo 1in vivo ou ex vivo, 08 niveis de expressdo do
anticorpo podem ser monitorizados tomando uma amostra do
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paciente tratado e utilizando qualguer imunocensaio conhecido
na especialidade e aqui discutido.

Num caso preferido, o método de terapia génica compreende
0s passos de administracdo de uma quantidade eficaz de uma
molécula de acido nucleico isolada codificando a cadeia pesada
ou a sua porcédo de ligacdo ao antigénio do anticorpo humano e
a expressdo da molécula de &cido nucleico. Noutro caso, o0
método de terapia génica compreende o0s passos de administracéo
de uma quantidade eficaz de uma molécula de acido nucleico
isolada codificando a cadeia leve ou a sua porcdo de ligacéo
ao antigénio do anticorpo humano e a expressdo da molécula de
dcido nucleico. Num caso mais preferido, o método de terapia
génica compreende os passos de administracdo de uma quantidade
eficaz de uma molécula de &cido nucleico isolada codificando a
cadeia pesada ou a sua porcdo de ligacdo ao antigénio do
anticorpo humano e uma quantidade eficaz de uma molécula de
dcido nucleico isolada codificando a cadeia leve ou a sua
porcdo de ligacdo ao antigénio do anticorpo humano e a
expressdo das moléculas de 4cido nucleico. O método de terapia
génica pode também compreender o passo de administracdo doutro
agente que tenha efeitos terapéuticos semelhantes aos do
anticorpo ou seu fragmento funcional tais como os enumerados,

supra.

Para que este invento possa ser melhor compreendido, sé&o
expostos os seguintes exemplos.

EXEMPLO 1

Criacdo de Hibridomas Produtores de Anticorpo Anti-IL-5

Os anticorpos do presente invento foram preparados,
seleccionados e ensaiados como se segue:

Imunizagdo e Criag¢do de Hibridomas

Um total de 288 XenoMice™ IgG2 ou IgG4 divididos em
grupos de 15 a 20 ratinhos com 8 a 15 semanas foram imunizados
de acordo com o programa mostrado na Tabela 4 abaixo.
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Tabela 4. Programas de Imunizacgéo

# ratinho dose

Gr. | Gama-2 | Gama—4 Fusdo # Imunogénio via | 1.® [outras| Intervalo #
doses

1 10 15 SPI-SP2 em CFA/IFA bot |20ug| 10ug | 2-3semn. 4
10 13 SP3-SP6 7
2 10 15 SP7-SP10 em CFA/IFA bot | 20ug | 10ug | 2-3sem. 4
10 15 SpP11-Sp14 7
3 10 15 SP15-SP18 em CFA/IFA bot | 20ug| 10ug | 2-3sem. 4
10 15 SP1S-SP20 7
4 20 20 SP23-SP24 em CFA/IFA bot | 20ug | 10ug | 4-5sem. 7
5 10 20 SP33-SP35 em CFA/IFA bot | 20ug| 10ug | 3-4sem. 8
6 10 10 SP21-SP22 em Ribi fp |20ug| 10ug | 3-4dias 7
7 20 20 SP25-SP30 Ribi ou CFA bip |20ug| 10ug | 2-3sem. 5
8 10 10 SP31-SP32 | IL5-anti m-CD3 | bot |20ug| 20ug | 2-3sem. 4

Para imunizacdes na base da causa (bot), a IL-5 humana
foi emulsionada em adjuvante completo de Freund (CFA) para a
primeira imunizacdo e em adjuvante incompleto de Freund (IFA)
para subsequentes imunizac¢cdes nas doses e tempos indicados
acima. (Para informacdo sobre a sequéncia de IL-5, ver
publicacdo do Pedido de Patente Europeia nUmero EP0267779).
Para a imunizacdo na almofada da pata (FP), o antigénio foi
emulsionado em adjuvante Ribi. Alguns animais (grupo 7)
receberam antigénio tanto através de bot como
intraperitonealmente (ip) em CFA ou Ribi. O grupo 8 recebeu
antigénio na forma de conjugado no qual a IL-5 humana foi
quimicamente conjugada com um anticorpo de ratinho anti-CD3.

Células do baco e/ou dos ndédulos linfaticos de ratinhos
imunizados foram fundidas com a linha celular de mieloma né&o
secretora P3-X63-Ag8.653 (ATCC, Rockville, MD) ou com a linha
celular de mieloma NSO-bcl2 (B. Diamond, Albert Einstein
College of Medicine, NY), tal como anteriormente descrito
(Galfre e Milstein, Methods Enzymol. 73: 3-46, 1981). As
culturas foram examinadas regularmente quanto ao crescimento
de células hibridas e os sobrenadantes das células contendo
hibridomas foram colhidos para uma pesquisa primdria de ELISA
da presenca de IgG/capa humano especifico para IL-5.
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Ensaio de Ligacdo a IL-5

Placas de ELISA foram revestidas com 50 mnl/poco de
antigénio IL-5 a 2 pg/ml em tampdo de Revestimento (tampdo
carbonato 0,1 M, pH 9,6 e 8,4 g/l de NaHCO3 (PM 84)) e
incubadas a 4°C de um dia para o outro ou a 37°C durante
2 horas. As placas foram lavadas com tampdo de lavagem
(Tween 20 a 0,05% em PBS) trés vezes, bloqueadas com
200 pl/poco de tampdo de bloqueio (BSA a 0,5%, Tween 20 a
0,1%, Timerosal a 0,01% em PBS 1x) durante 1 hora a
temperatura ambiente e lavadas trés ou mais vezes com tampédo
de lavagem. Foram adicionados aos pocgos 15 pl/poco de amostra
(ou controlos) e incubou-se a temperatura ambiente durante
2 horas. Apbds trés lavagens com tampdo de lavagem, foram
adicionados a cada poco 100 pl/poco de anticorpo de deteccdo
de cabra anti-huIgGfc-HRP (Caltag, n.° cat. H10507) (e GT
anti-hkappa-HRP na pesquisa secundéaria) e incubou-se durante 1
hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e foram
adicionados a cada poc¢o 100 pl de solucdo de revelacdo (10 ml
de tampdo de substrato, 7,14 g/l de &cido citrico e 16,96 g/l
de fosfato de sdédio dibésico), 10 mg o-fenilenodiamina (Sigma,

o

n.° cat. P-7288) e 10 pul de H;0, a 30%). Apds aproximadamente
10 minutos, foi adicionada solugdo de paragem (H»;SO, 2 M) a
cada poco e as placas foram analisadas utilizando um leitor de
placas ELISA a um comprimento de onda de 492 nm. As culturas
positivas foram transferidas para placas de 48 pocos e foram
subsequentemente transferidas para placas de 24 pocos apds

alcancarem confluéncia.

Foi obtido um total de 116 hibridomas produtores de
anticorpos reactivos com IL-5, dos quais 7 eram IgG2 e 109
eram IgG4. Pensa-se que prevaléncia desproporcionada de
anticorpos IgG4 esteja relacionada com um efeito de IL-5 na
mudanca de classe. Dos 116 hibridomas produtores de anticorpos
especificos de IL-5, um hibridoma IgG4/capa designado 20.13
foi seleccionado para posterior caracterizacdo com base na sua
forte actividade de neutralizacdo comparavel com a de um
anticorpo de controlo IgG de ratinho (39D10 de Schering-
Plough) .
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EXEMPLO 2

Ensaio de Proliferacido para Determinacdo de Anticorpos

Biologicamente Funcionais

As ascites e o0s sobrenadantes dos hibridomas purificados
por afinidade foram utilizados para um ensaio funcional
quantitativo para neutralizacdo da proliferacdo de células TF1
induzida por IL-5 (DNAX) . Resumidamente, IL-5 humana
recombinante foi diluida em meio de cultura RPMI-1640 com FBS
a 1% até uma concentracdo final de 1,0 ng/ml e o anticorpo de
controlo, 39D10 (Schering-Plough), foi diluido até uma
concentracdo final de 1,0 pg/ml com meio de IL-5. Foi
adicionada aos pocos de placas de 96 pocgos a solugdo de IL-5
ou a solucdo de IL-5 mais 39D10. Os pocos de controlo

continham apenas meio ou apenas IL-5.

As células TFP1 foram lavadas duas vezes com meio RPMI-
1640 e ressuspensas até uma concentracdo final de
2,5x10° células TF1 por ml em meio de cultura FBS. Foram
adicionados 100 mul da suspensdo celular a cada ©pogo e
incubou-se durante 48-56 horas a 37°C e CO, a 5%. Apds
48 horas, foram adicionados 20 pl de Azul Alamar a cada pogo e
incubou-se de um dia para o outro. As placas foram analisadas
utilizando um leitor de placas FluoroCount™ a um comprimento
de onda de excitacdo de 530 nm, comprimento de onda de emisséo
de 590 nm e PMT de 600 volts.

Os resultados dos estudos utilizando o anticorpo 20.13.3,
purificado a partir de ascites ou sobrenadantes, mostram que
20.13.3 Dblogqueou eficazmente a proliferacdo celular induzida
por IL-5.

EXEMPLO 3

Determinacdo da CIso de Neutralizacido

O Mab 20.13.3 foi testado no ensaio anti-proliferacdo de
TF-1 contra IL-5 humana e de murideo (Egan et al., Drug Res.
49: 779-790, 1999). Resumidamente, foram adicionados aos pPogos
de uma placa de cultura de 96 pocos 50 pl de meio de ensaio
(RPMI 1640 suplementado com glutamina a 1%, solucdo pen/estrep
a 1%, mercaptoetanol a 0,1%, fungizona a 0,05% e soro fetal
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bovino a 1%). Foram adicionadas concentracdes varidveis de Mab
20.13.3 aos pogos e incubou-se a temperatura ambiente durante
30 minutos. Foram adicionados a <cada poco (excepto nos
controlos negativos) 20 microlitros (20 pl) de IL-5 humana e
de murideo (12 ng/ml). Células TF-1 foram preparadas a uma
concentracdo de 5x10° células por ml e foram adicionadas
aligquotas de 30 pl de suspensdo celular a todos os pocgos. As
placas foram incubadas durante 44-48 horas a 37°C e CO, a 5%.
Foram entdo adicionados a cada poco 25 pl de uma solucdo MTT a
5 mg/ml e incubou-se outras 6 horas. Foram adicionados a cada
poco 100 pl de uma solucdo de SDS a 10% e as placas foram
incubadas de um dia para o outro. As placas foram analisadas
num espectrofotédmetro de UV MAX™. Os resultados indicam que
no ensaio o Mab 20.13.3 exibe wvalores de CIsg de 250 pM e
380 pM contra a IL-5 humana e de murideo, respectivamente.

EXEMPLO 4

Ensaio Funcional in vivo

Um anticorpo anti-IL-5 do presente invento foi avaliado
num modelo de ratinho de inflamacdo pulmonar induzida por
antigénio (Kung et al., 1994). Resumidamente, a ratinhos
sensibilizados com ovalbumina (OVA) foi dada uma dose de
solucdo salina, Mab 20.13.3 a 5, 1, 0,5 ou 0,1 mg/kg s.c., ou
um Mab anti-IL-5 de murideo de controlo positivo, TRFK-5
(Schering Plough Research Institute; Mita et al., J. Immunol.
Methods 125: 233, 1987) a 1 mg/kg i.p 2 h antes do confronto
com OVA em aerossol. O liquido da lavagem broncoalveolar (LBA)
foi colhido 24 h apdés confronto e foi determinada a
celularidade. O TRFK-5 produziu uma diminuicdo significativa
em todos 0s parametros. 0 Mab 20.13.3 inibiu
significativamente as células totais e os eosinéfilos no LBA a
5, 1 e 0,5 mg/kg.

A duracdo da actividade dos anticorpos anti-IL-5 do
presente invento foi avaliada no modelo acima descrito. Foi
dada uma dose a ratinhos sensibilizados com ovalbumina (OVA)
de solucdo salina ou Mab 20.13.3 a 5 e 1 mg/kg s.c. 2 h,
2 semanas, 4 semanas, © semanas, 8 semanas ou 12 semanas antes
do confronto com OVA em aerossol. O ligquido da lavagem
broncoalveolar foi colhido 24 h apdés o confronto e foi
determinada a celularidade. Foram tomadas amostras de sangue
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no momento da colheita de LBA para anédlise farmacocinética. As
doses de 5 e 1 mg/kg de Mab 20.13.3 inibiram
significativamente as células totais e os eosindéfilos no LBA
quando dadas 2 h e 13 dias antes do confronto com OVA. O Mab
20.13.3 inibiu significativamente as células totais e o0s
eosinéfilos no LBA quando dado 4 semanas (s) antes do
confronto apenas na dose de 5 mg/kg. J& ndo foi observada
inibicdo quando o Mab 20.13.3 foi dado 6s-12s antes do
confronto.

Avalidmos o Mab 20.13.3 num modelo de macaco Cynomolgus
de inflamacdo pulmonar induzida por antigénio (Mauser et al.
1995). Resumidamente, nove macacos naturalmente sensivels a
Ascaris suum foram primeiro falsamente tratados com veiculo
(solucdo salina subcutdnea) e 18 h depois confrontados com
Ascaris suum (antigénio) em aerossol. Vinte e quatro horas
apdés o confronto com Ascaris, foi colhida uma amostra de
ligquido LBA e obteve-se uma amostra de sangue periférico. O
contetdo celular das amostras de LBA e de sangue foi
determinado.

Trés semanas depois, foi dada uma dose aos nove macacos
de Mab 20.13.3 a 0,3 mg/kg s.c. Dezoito horas depois os
macacos foram confrontados com Ascaris suum em aerossol e foi
colhida uma amostra de LBA 24 h depois. Foram tomadas amostras
de sangue antes e em momentos seleccionados apobs a
administracdo de Ascaris suum. O confronto com Ascaris suum
foi repetido 4 e 8 semanas apds a dosagem inicial com Mab
20.13.3 e o contetido celular no liquido LBA foi analisado
antes e 24 horas apds cada confronto com Ascaris. O Mab
20.13.3 reduziu significativamente a acumulacdo de eosindéfilos
induzida pelo antigénio no LBA 4s apbds a dosagem com uma
tendéncia para niveis reduzidos (55% de reducdo) 8s apds a
dosagem. O Mab 20.13.3 reduziu significativamente o numero de
eosinéfilos no sangue periférico 42 h, 2s, 4s, 8s e 12s apds a
dosagem com os niveis a voltar para préximo dos niveis de pré-
dosagem pelas 14s.
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EXEMPILO 5
Andlise Estrutural de Anticorpos Monoclonais Anti-IL-5
Inteiramente Humanos
Para analisar a estrutura de anticorpos produzidos de

acordo com o presente invento,

clondmos e sequenciamos &acidos

nucleicos codificando fragmentos das cadeias pesadas e leves

de hibridomas produtores de anticorpos monoclonais anti-IL-5.

Analisamos todas as sequéncias através de alinhamentos com o

“directdério de

Centre for Protein Engineering,

sequéncias

V BASE” et al MRC

utilizando os

(Tomlinson
UK)

7

Cambridge,

programas de suporte lbégico MacVector e Geneworks.

Para clonar
20.13.3,
hibridoma

ARN
do

isolémos
através

0 ADNc codificando o anticorpo monoclonal

1x10°
(Tel-Test,

de
método

células de
INC.).

aproximadamente
RNAzol

Transcrevemos de forma inversa o ARNm utilizando oligo-dT (18)

e o estojo de RT/PCR Advantage™

(Clonetech). Utilizé&mos os

seguintes iniciadores para amplificar o ADNc.

Nome do iniciador

Sequéncia do Iniciador

Cadeia Leve de Sentido

5" -GGAAGAATTCACCCTIGTGCAGGAGTCAGTCC-3"

Directo: vk018-Eco (SEQ ID NO: 19)
Cadeia Leve Anti-sentido: |5'-TGAGATCGAGGGCCCCTTCTCCCTCTAACACTCTCC-3"
ckp2-Apa (SEQ ID NO:: 20)

Cadeia Pesada de Sentido

5'-CCGGAATTCCAGAGAGAACTCACCATGGAGTTTG-3"

Directo: v3-23-Eco (SEQ ID NO: 21)
Cadeia Pesada Anti- 5'-GAGAGAGAGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGTTCCCT-3!
sentido: Jh4/5-Nhe (SEQ ID NO: 22)

Os produtos

de PCR da cadeia 1leve do ADNc de 20.13.3

foram sujeitos a electroforese em géis de agarose a 1%/TAE e

uma banda de

Sephaglas (Amersham) e
(Invitrogen) .
estojo de sequenciacédo

Biosystems)

~760 pb foi

excisada e purificada com contas
subclonada no vector de PCR TOP02.1

As insercdes de ADNc foram sequenciadas com um

de iniciador <com corante (Applied

com os iniciadores vk018-Eco e ckp2-Apa. A andlise

da sequéncia foi efectuada utilizando suporte légico Segkd e

Os
identificados

GeneWorks.
foram

pManuKappa.

fragmentos
clonados

EcoRI/Apal isolados de plasmideos

no vector de expressao
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Os produtos de PCR da cadeia pesada de 20.13.3 foram
digeridos com EcoRI/Nhel, sujeitos a electroforese em géis de
agarose a 1%/TAE e uma banda de ~435 pb foi excisada e
purificada com sephaglas (Amersham) e subclonada em
pManuGamma4. Os clones foram sequenciados com um estojo de
sequenciacdo de iniciador com corante (Applied Biosystems) com
0s iniciadores v3023-Eco e Jh4-Nhe.

Para cada clone, verificédmos a sequéncia em ambas as

cadeias em pelo menos trés reaccdes.

Andlise de Utilizacgdo dos Genes

A Tabela 5 expde a utilizacdo dos genes pelo hibridoma
20.13.3 de acordo com o presente invento.

TABELA 5 Utilizacdo dos Genes da Cadeia Pesada e Leve

Clone Cadeia Pesada Cadeia Leve Capa
VH D JH VK JK
20.13.3 (3-23) D1-20 JH4B 08/018 JK4
DP-47

Analise de Mutacgébes

Tal como serd apreciado, a anédlise de utilizacdo dos
genes proporciona apenas uma perspectiva global limitada da
estrutura do anticorpo. Uma vez que as células B de animais
XenoMouse™ geram estocasticamente transcritos de cadeia
pesada V-D-J ou leve capa V-J, existem vVArios processos
secundérios que ocorrem, incluindo, sem limitacé&o,
hipermutacdo somatica, adicdes e prolongamentos de CDR3. Ver,
por exemplo, Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156, 1997
e Publicacdo de Patente Internacional WO 98/24893, publicada a
11 de Outubro de 1998. Assim, para melhor examinar a estrutura
do anticorpo, gerédmos sequéncias de aminodcidos previstas dos

anticorpos a partir dos ADNc obtidos a partir dos clones.

O dominio varidvel da cadeia pesada do Mab 20.13.3 contém
trés substituicdes de aminodcidos em comparacdo com a linha

germinativa - uma na CDR2 e duas na CDR3. O dominio variavel
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da cadeia leve do Mab 20.13.3 contém cinco mutacdes da linha
germinativa, uma em cada uma de CDR1, CDR2, FR3, CDR3 e FR4.

Serd apreciado que muitas das substituic¢des ou insercdes
de aminoacidos identificadas acima existem em intima
vizinhanca com ou dentro de uma CDR. Tais substituicgdes
parecerdo possuir algum efeito sobre a ligacdo do anticorpo a
molécula de IL-5. Mais, tais substituicdes poderdo ter um
efeito significativo sobre a afinidade dos anticorpos.

EXEMPLO 6

Determinacdo das Constantes de Afinidade (K4) do Anticorpo

Monoclonal Anti-IL-5 Inteiramente Humano através de Ensaio de
Exclusdo Cinética

A constante de dissociacdo de equilibrio (Kd) para o
anticorpo monoclonal humano 20.13.3 foi determinada utilizando
o instrumento KinExA 3000™ (Sapidyne Instruments Inc.). O
KinExA utiliza o principio do método do Ensaio de Excluséao
Cinética baseado na medicdo da concentracdo do anticorpo néo
complexado numa mistura de anticorpo, antigénio e complexo
anticorpo-antigénio. A concentracdo de anticorpo livre &
medida através da exposigcdo da mistura a um antigénio
imobilizado numa fase sdélida durante um periodo de tempo muito
breve. Na préatica, i1isto ¢é alcancado através do fluxo da
mistura antigénio-anticorpo na fase de solucdo por particulas
revestidas de antigénio aprisionada numa célula de fluxo. Os
dados gerados pelo instrumento sdo analisados utilizando
suporte 1légico feito a medida. As constantes de equilibrio sé&o
calculadas wutilizando uma teoria matemdtica baseada nas
seguintes assuncdes:

1. A ligacdo segue a equacdo de 1ligacdo reversivel para o
equilibrio:

Kon [AD] [Ag]=Koee [AD Ag];
2. 0 anticorpo e o antigénio ligam-se 1:1 e o anticorpo total

iguala o complexo antigénio-anticorpo mais o anticorpo livre;
e



EP 1 527 100/PT
68

3. O sinal do instrumento estd linearmente relacionado com a
concentracdo de anticorpo livre.

Todos o0s procedimentos experimentais foram efectuados de
acordo com o Manual de KinExA 3000™. Todas as corridas foram
feitas em duplicado. A seguinte tabela mostra as condicdes de
ensaio para as corridas de Kd padrdo a concentracdes de Ac de
0,1 nM e 0,01 nM, respectivamente:

Concentracdo de Ac

0,1 nM 0,01 nM
Volume da amostra: 500 pl 2000 nl
Caudal da amostra: 0,25 ml/min 0,25 ml/min
Volume de marcador: 500 pl 500 pl
Caudal de marcador: 0,25 ml/min 0,25 m/min
Maior concentracédo de Ag: 500 pM 40 pM
Menor concentracdo de Ag: 0,5 pM 0,07 pM

Em cada ensaio, foram preparadas diluicdes em série de
duas vezes do antigénio e misturou-se com o anticorpo a uma
concentracdo constante. A mistura foi incubada durante 2 horas
a temperatura ambiente para equilibrar.

Os materiais utilizados nos ensaios de cima foram: Mab
20.13.3; IL-5 humana recombinante (rhIL-5) (disponivel em
Sigma (N.° Cat. 1I5273), R&D Systems (N.° Cat. 205-IL-005),
Amersham (N.° Cat. ARM19005) e Calbiochem (N.° Cat. 407641));
particulas PMMA, 8 micrémetros (Sapidyne, N.° Cat. 440198);
Neutravidin (Pierce, N.° Cat. 31000); EZ-l1link TFP PEO-Biotina
(Pierce, N.° Cat. 21219); rhIL-5 Biotinilada (razao
Biotina/proteina: 19/1); e anticorpo de Cabra anti-HuIgG (H+L)
conjugado com Cy5 (Jackson Immunoresearch Laboratories N.°
Cat. 109-175-003). As particulas PMMA foram revestidas com
rhIL-5 Dbiotinilada de acordo com Sapidyne “Protocol for
coating PMMA particles with biotinylated ligands having short
or nonexistent linker arms”. Para biotinilacdo da rhIL-5 foi
utilizado EZ-1ink TFP PEO-biotina de acordo com as
recomendacdes do fabricante (boletim Pierce 0874). Foi
estimada a razdo Dbiotina/proteina utilizando o ensaio HABA
(boletim Pierce 0212).
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A anédlise de Curva Dupla (concentracdes de Anticorpo de
0,1 e 0,01 nM) no “modo Padrdo” (ver Manual de KinExA 3000™
para uma explicacdo dos métodos de andlise dos dados da Curva
Dupla) gerou uma curva de melhor ajustamento para Kd com um
claro minimo. O valor calculado da Kd para o Mab 20.13.3 para
este método de an&lise foi 1,5x107"" M. A Kd do Mab 20.13.3
calculada através do método de Curva Dupla (Antigénio
Desconhecido) foi de 1,95x107M M, que se aproxima
razoavelmente da Kd obtida através do método de Curva Dupla
(Padrdo). O peso molecular do anticorpo utilizado para o
calculo foi 150 kDa.

As anadlises cinéticas indicam  que 0s anticorpos
preparados de acordo com o presente invento possuem elevadas
afinidades para a IL-5 humana.

Ao longo desta descricdo e reivindicacdes, a palavra
“compreende” ou variacdes tais como “compreendem” ou
“compreendendo” serdo entendidas como implicando a inclusé&o de
um inteiro ou grupo de inteiros referidos mas nédo a excluséo

de qualguer outro inteiro ou grupo de inteiros.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Schering Corporation and Abgenix, Inc.
Scott Greenfeder,
Jose Corvalan,

<120> ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS CONTRA INTERLEUCINA-5 E
METODOS E COMPOSICOES COMPREENDENDO OS MESMOS

<130> LI01564WI

<160> 22

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 2002

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> regido V
<222> (1)..(414)

<223>
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

70

regido C CH1
(415)..(709)

Charneira
(1102) ..(1137)

regido C CH2
(1256) .. (1585)

regido C CH3
(1683) ..(2002)

1

atggagtttg ggctgagcetg gctttttctt gtggctattt taaaaggtgt

gtgcagetgt tggagtctgg gggaggettg gtacagcctg gggggtccect

tgtgcagcet ctggattcac ctttagcage tatgccatga getgggtcceg

gggaaggggc tggagtgggt ctcaactatt agtggtagtg gtggtagcac

gactccgtga agggccggtt caccatctcee agagacaatt ccaagaacac

ccagtgtgag
gagactctcc
ccaggetcca
atactacgca

gctgtatctg

60

120

180

240

300
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caaatgaaca
aactggaact
accaagggcc
gccgecetgg
tcaggcgeece
tacteccctca
tgcaacgtag
gcacagggag
cggctgtgca
gcctctgace
cgggcagcca
cgctcagace
aaaggccaaa
ctecccaatcet
agccaaccca
tccagggaca
gagttcectgg
atctccegga
gtccagttca
gaggagcagt
tggctgaacg
gagaaaacca
aggtcagctc
agggcagcce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcec
gaatgtcttc

cctctecctg

<210> 2

<211> 465
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

(1)

gcctgagage
acctacacta
catccgtcett
getgecetggt
tgaccagcgg
gcagegtggt
atcacaagcc
ggagggtgtc
gcecccagccec
accccactca
caggctggat
tgccaagagc
ctctecacte
tctctctgeca
ggcetcgece
ggcccecagece
ggggaccatc
ccectgaggt
actggtacgt
tcaacagcac
gcaaggagta
tctccaaagc
ggcccacect
cgagagccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttettectet
tcatgctccg

tctctgggta

SINAL

.. (19)

cgaggacacg
ctggggccag
cccectggeg
caaggactac
cgtgcacacce
gaccgtgeccee
cagcaacacc
tgctggaagce
agggcagcaa
tgctcaggga
gcccctaccee
catatccggg
ccteagetea
gagtccaaat
tccagctcaa
gggtgctgac
agtcttcctg
cacgtgcgtyg
ggatggcgtg
gtaccgtgtyg
caagtgcaag
caaaggtggg
ctgcectggg
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga

aa

Homo sapiens

71

gccgtatatt
ggaaccctgg
ccctgectcea
ttcececcgaac
ttcceggetg
tccagcagct
aaggtggaca
caggctcagc
ggcatgcccce
gagggtcttce
caggccctgce
aggaccctge
gacaccttct
atggtcccecce
ggcgggacag
gcatccacct
ttececceccaa
gtggtggacyg
gaggtgcata
gtcagcgtcee
gtctccaaca
acccacggygyg
agtgaccgcet
cctgcecccca
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac

ggctetgeac

actgtgcgaa
tcacegtcte
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tgggcacgaa
agagagttgg
ccteetgecet
atctgtctcece
tggatttttc
gcatacaggg
ccctgaccta
ctccteecag
atgcccatca
gtgccctaga

ccatctcttc

agagaggtat
ctcagctagce
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
tgagaggcca
ggacgcaccc
tcacccggag
caccaggctce
gcaggtgctg
agcccaccce
atctgagtaa
tgcccaggta
gtagcctgca

ctcagcacct

aacccaagyga “cactctcatg

tgagccagga
atgccaagac
tcaccgtcect
aaggcctccece
tgcgagggece
gtgccaacct
tcccaggagg
cccagcgaca
acgcctccceg
aagagcaggt

aaccactaca

agaccccgayg
aaagccgcgg
gcaccaggac
gtcctccate
acatggacag
ctgtcecctac
agatgaccaa
tcgcegtgga
tgctggactc
ggcaggaggyg

cacagaagag

360
420
480
540
600
660
720
780
840

900

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2002
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Met

val

Pro

Ser

Glu
65

Ser

Trp

Regido Variéavel
(20) .. (138)
Regido CH1
(139)..(236)
Regido Charneira
(237) ..(248)
Regido CHZ2
(249) ..(358)
Regi&o CH3
(359) ..(465)
2
Glu Phe Gly Leu

5
Gln Cys Glu Val

20

Gly Gly Ser Leu
35

Ser Tyr Ala Met
50

Trp Val Ser Thr

Gln

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Leu

Trp
55

Ser

Leu

Leu

Ser

40

Val

Gly

72

Phe Leu
10

Glu Ser

25

Cys Ala

Arg Gln

Ser Gly

Val Ala

Gly Gly

Ala Ser

Ala Pro

60

Gly Ser
75

Ile Leu Lys
15

Gly Leu Val
30

Gly Phe Thr
45

Gly Lys Gly

Thr Tyr Tyr

Gly

Gln

Phe

Leu

Ala
80
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Asp

Thr

Tyr

Gly

Ser

145

Ala

val

Ala

val

His

225

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

305

Val

527 100/PT

Ser

Leu

Gln

130

val

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Pro

val

Thr

Glu

290

Lys

Ser

val

Tyr

Cys

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

275

val

Thr

val

Lys

Leu

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Cys

Leu

260

Glu

Gln

Lys

Leu

Gly

85

Gln

Lys

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Pro

245

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

Arg

Met

Glu

val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Ser

Pro

Thr

Asn

Arg

310

Val

Phe

Asn

Arg

Thr

135

Pro

val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Pro

Cys

Trp

295

Glu

Leu

Thr

Ser

Tyr

120

val

Cys

Lys

Leu

Leu

200

Thr

val

Pro

Lys

val
280

Tyr

Glu

His

Ile

Leu

105

Asn

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Tyr

Lys

Asp

Ala

Pro

265

val

val

Gln

Gln

Ser

90

Arg

Trp

Ser

Arg

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

250

Lys

val

Asp

Phe

Asp

73

Arg

Ala

Asn

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

ATrg

235

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
315

Trp

Asp

Glu

TYr

Ser

140

Thr

Pro

val

Ser

Thr

220

Val

Phe

Thx

val

val

300

Ser

‘Leu

Asn

Asp

Leu

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

285

Glu

Thr

Asn

Ser

Thr

110

Lys

Glu

Pro

Thr

190

Vval

Asn

Ser

Gly

Met

270

Gln

val

Gly

Lys
85

Ala

Tyr

Gly

Ser

val

175

Phe

val

val

Lys

Gly

255

Ile

Glu

His

Lys

Asn

val

Trp

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thxr

Asp

Tyxr

240

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

320

Glu
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Tyr Lys Cys

Thr Ile Ser

355

Pro Pro

370

Leu

Cys Leu Val

385

Ser Asn Gly

Asp Ser Asp

Ser Arg Trp

435

Ala Leu His

450

Lys
465

<210> 3

<211> 708
<212> ADN
<213>

<400> 3
atggacatga

agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
cagcctgaag
ggcggaggga

ccgccatcetg

0/PT

325

Lys Val

340

Lys Ala

Gln

Ser

Lys Gly

Ser

Lys

Glu

Phe

Asn Lys

Gln
360

Gly

Glu
375

Met

Tyr Pro

390

Gln Pro

405

Gly Ser

420

Gln Glu

Asn His

Homo sapiens

gggtccectge
tccagatgac
cttgccaggc
aagcccctaa
tcagtggaag
atattgcaac
ccaaggtgga

atgagcagtt

Glu

Phe

Gly

Tyr

Asn Asn

Phe

Leu

val
440

Asn

Thr Gln

455

tcagctcectg
ccagtctcca
gagtcaggac
actcctgatc
tggttctggg
atattattgt
gatcagacga

gaaatctgga

Gly

345

Pro

Thr

Ser

TYyr

Tyr

425

Phe

Lys

74

330

Ile
350

Leu Pro Ser Ser

Gln
365

Arg Glu Pro val

Gln Vval

380

Lys Asn Ser

Ile
395

Asp Ala Val Glu

Lys Thr Thr Pro Pro

410

Thr Val

430

Ser Arg Leu

Val
445

Ser Cys Ser Met

Ser Leu Ser

460

Ser Leu

gggctccetge tgctctgget
tccteectgt ctgecatetgt
attatcaact atttaaattg
tacagtgctt ccaatttgga
acagatttta ctttcaccat
caacagtatg ataatcaccc
actgtggctg caccatctgt

actgecctctg ttgtgtgect

335

Glu Lys

Thr

Tyr

Leu Thr

Glu
400

Trp

val
415

Leu

Asp Lys

His Glu

Leu Gly

ctcaggtgcce
gggagacaga
gtatcagcag
aacaagagtc
cagcagcctg
gctcactttce
cttcatcttc

gctgaataac

60

120

180

240

300

360

420

480
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ttctatccca gagaggccaa agtacagtgg aaggtggata acgccctcca atcgggtaac 540
tcccaggaga gtgtcacaga gcaggacagC aaggacagca cctacagcct cagcagcace 600
ctgacgctga gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct acgcctgcga agtcacccat 660

cagggcctga gctcgcecgt cacaaagagc ttcaacaggg gagagtgt 708

<210> 4

<211> 236

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Péptido de Sinal
<222> (1)..(22)

<223>

<400> 4

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp
1 5 10 15

Leu Ser Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 . 30

Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser

[+
(o=
11
un

Gln Asp Ile Ile Asn Tyxr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Asn Leu Glu Thr Arg Val
65 70 75 80

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr
85 90 95

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
100 105 110

Tyr Asp Asn His Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
1 120

Arg Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155 160
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Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Vval

76

Gln Trp Lys

Val Asp Asn

Gln Asp Ser
190

Ser Lys Ala
205

His Gln Gly
220

Cys

taaaaggtgt
gggggtccect
gctgggteeg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcgaa

tcaccgtcete

Ala Leu
175

Lys Asp

Asp Tyr

Leu Ser

ccagtgtgag
gagactctcce
ccaggctcca
atactacgca
gctgtatctg
agagaggtat

ctca

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

165 170
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu
180 185
Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
195 200
Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
210 215
Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu
225 230 235
<210> 5
<211> 414
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 5
atggagtttg ggctgagctg gectttttctt gtggctattt
gtgcagctgt tggagtctgg gggaggcttg gtacagcctg
tgtgcagcct ctggattcac ctttagcage tatgccatga
gggaaggggc tggagtgggt ctcaactatt agtagtagtg
gactccgtga agggccggtt caccatctcc agagacaatt
caaatgaaca gcctgagagc cgaggacacg gccgtatatt
aactggaact acctacacta ctggggccag ggaaccctgg
<210> 6
<211> 119
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 6
Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

an
rAY)

Ala Met Ser
35

Trp Val Arg Gln Ala
40

15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

ne
(=]

30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

60

120
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Ser Thr Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Glu Arg Tyr Asn Trp Asn Tyr Leu His Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 7

<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7
agctatgcca tgage 15

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Ser Tyr Ala Met Ser
1 5

<210> 9

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
actattagtg gtagtggtgg tagcacatac tacgcagact ccgtgaaggg ¢ 51

<210> 10

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Thr Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 ) 10 15

Gly

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 11
gagaggtata actggaacta cctacactac 30

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Glu Arg Tyr Asn Trp Asn Tyr Leu His Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
caggcgagtc aggacattat caactattta aat 33

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Gln Ala Ser Gln Asp Ile Ile Asn Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
gtgcttccaa tttggaaaca 20

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Ser Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210> 17

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
caacagtatg ataatcaccc gctcact 27

<210> 18

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 18

Gln Gln Tyr Asp Asn His Pro Leu Thr
1 5

<210> 19

<211> 31

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
ggaagaattc accctgtgca ggagtcagte c 31

<210> 20

<211> 36

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
tgagatcgag ggcceccttet ccctctaaca ctetec 36

<210> 21

<211> 34

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
ccggaatteec agagagaact caccatggag tttg 34

<210> 22

<211> 40

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22
gagagagagc tagctgagga gacggtgacc agggttccct 40

Lisboa, 2009-08-19
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo ou um seu fragmento de ligacdo ao

antigénio que se ligam especificamente a IL-5, em gque O
referido anticorpo ou fragmento compreendem:

i) uma sequéncia de aminodcidos da cadeia pesada seleccionada
de entre o grupo que consiste em:

a) a sequéncia de aminodcidos exposta em SEQ ID NO:2, com
ou sem o péptido de sinal;

b) a sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO:6;

c) a sequéncia de aminoacidos dos residuos 50-127 de
SEQ ID NO:2; e

d) as sequéncias de aminodcidos de CDR1, CDR2Z e CDR3
mostradas em SEQ ID NO: 8, 10 e 12, respectivamente; e

ii) a sequéncia de aminodcidos da cadeia leve seleccionada de
entre o grupo que consiste em:

a) a sequéncia de aminodcidos exposta em SEQ ID NO:4, com
ou sem o péptido de sinal;

b) a sequéncia de aminodcidos dos vresiduos 23-130 de
SEQ ID NO:4;

c) a sequéncia de aminoacidos dos residuos 46-119 de
SEQ ID NO:4; e

d) as sequéncias de aminocdcidos de CDR1, CDR2 e CDR3
mostradas em SEQ ID NO:14, 16 e 18, respectivamente.

2. Molécula de 4cido nucleico compreendendo:

i) uma sequéncia nucleotidica codificando um anticorpo ou um
fragmento de ligacdo ao antigénio compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos seleccionada de entre o grupo que
consiste em:

a) a sequéncia de aminodcidos exposta em SEQ ID NO:2, com
ou sem o péptido de sinal;

b) a sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO:6;

c) a sequéncia de aminoadcidos dos residuos 50-127 de
SEQ ID NO:2; e

d) as sequéncias de aminoacidos de CDR1, CDR2 e CDR3
mostradas em SEQ ID NO: 8, 10 e 12, respectivamente; e
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ii) uma sequéncia nucleotidica codificando uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada de entre o grupo gue consiste em:

a) a sequéncia de aminoadcidos exposta em SEQ ID NO:4, com
ou sem o péptido de sinal;

b) a sequéncia de aminoédcidos dos residuos 23-130 de
SEQ ID NO:4;

c) a sequéncia de aminoidcidos dos residuos 46-119 de
SEQ ID NO:4; e

d) as sequéncias de aminodcidos de CDR1, CDR2 e CDR3
mostradas em SEQ ID NO:14, 16 e 18, respectivamente.

3. Molécula de &cido nucleico codificando um anticorpo
ou seu fragmento de 1ligacdo ao antigénio, compreendendo o
referido &cido nucleico:

i) uma sequéncia nucleotidica seleccionada de entre o grupo
que consiste em:

a) a sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 1-709, 1102-
1137, 1256-1585 e 1683-2002 de SEQ ID NO:1;

b) a sequéncia nucleotidica dos nucledétidos 58-709, 1102-
1137, 1256-1585 e 1683-2002 de SEQ ID NO:1;

c) a sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 58-709 de
SEQ ID NO:1;

d) a sequéncia nucleotidica dos nucledbétidos 148 a 381 de
SEQ ID NO:1; e

e) a sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 1 a 2002 de
SEQ ID NO:1; e

ii) uma sequéncia nucleotidica seleccionada de entre o grupo
que consiste em:

a) a sequéncia nucleotidica exposta em SEQ ID NO:3;

b) a sequéncia nucleotidica dos nucledétidos 67-708
exposta em SEQ ID NO:3;

c) a sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 67-390
exposta em SEQ ID NO:3; e

d) a sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 67-357
exposta em SEQ ID NO:3.
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4. Molécula de &cido nucleico de acordo com qualquer
uma das reivindicacgbdes 2-3, operativamente ligada a uma
sequéncia de controlo da expressédo.

5. Célula hospedeira transformada com uma molécula de
dcido nucleico de acordo com a reivindicacédo 4.

6. Método para producdo de uma imunoglobulina ou de um
seu fragmento de ligacéo ao antigénio que se liga
especificamente a IL-5, compreendendo o passo de cultura de
uma célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo 5.

7. Célula hospedeira transformada com uma molécula de
dcido nucleico de acordo com a reivindicacdo 2 ou a

reivindicacédo 3.

8. Método para producdo de um anticorpo ou de um seu
fragmento de ligacdo ao antigénio que se liga especificamente
a IL-5, compreendendo o passo de cultura de uma célula
hospedeira de acordo com a reivindicacdo 7.

9. Composicdo compreendendo © anticorpo ou o seu
fragmento de acordo com a reivindicacdo 1 e um transportador

farmaceuticamente aceitéavel.

10. Composicdo de acordo com a reivindicacéo 9,
compreendendo ainda um componente seleccionado de entre o

grupo que consiste em:
a) um agente de diagndstico; e

b) um agente terapéutico.

11. Estojo compreendendo o anticorpo ou o seu fragmento
de acordo com a reivindicacdo 1.

12. Utilizacdo do anticorpo ou seu fragmento de acordo
com a reivindicacdo 1 ou de uma composicdo de acordo com a
reivindicacdo 9 ou 10, no fabrico de um medicamento para
prevencao ou inibicé&o de uma condicé&o ou distdarbio
caracterizados por actividade indesejada de IL-5.

13. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 12, em que
a condicdo ou disturbio sdo seleccionados de entre o grupo que
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consiste em: asma, exacerbacdes da asma, episddios de
agravamento da asma, pneumonia crdnica, rinite alérgica,
rinite alérgica perene, aspergilose broncopulmonar alérgica,

hiper-eosinofilia, sindroma de Churg-Strauss, dermatite
atdépica, oncocercose, angiodema episddico, sindroma de
eosinofilia-mialgia, doenca celiaca, gastroenterite

eosinofilica, infecc®es helminticas, doenca de Hodgkins,
pbdélipos nasais, sindroma de Loeffler, urticédria, bronquite
hiper-eosinofilica, arterite nodosa, sinusite, sinusite
croénica, esofagite eosinofilica, esofagite eosinofilica
alérgica, conjuntivite alérgica.

14. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 12 ou 13,
em que o método diminui ou inibe a infiltracdo de eosindéfilos
no tecido afectado.

15. Utilizacdo do anticorpo ou seu fragmento de acordo
com a reivindicacdo 1 ou de uma composicdo de acordo com a
reivindicacdo 9 ou 10 no fabrico de um medicamento para
prevencdo ou inibicdo de uma resposta alérgica mediada por
IL-5 num individuo.

16. Utilizacdo do anticorpo ou seu fragmento de acordo
com a reivindicacdo 1 ou de uma composicdo de acordo com a
reivindicacdo 9 ou 10, no fabrico de um medicamento para
prevencdo ou inibicdo de um acontecimento mediado por IL-5
seleccionado de entre o grupo que consiste em:

a) proliferacdo, maturacdo, sobrevivéncia, activacéo,
migracdo para a corrente sanguinea, adesdo ao endotélio e
infiltracdo em tecidos de eosindfilos;

b) edema pulmonar;

c) broncoconstricéo;

d) hiper-reactividade das vias aéreas;

e) eosinofilia ou neutrofilia pulmonares;
f) eosinofilia cuténea; e

g) danos no epitélio das vias aéreas.

17. Utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes l4-10, em gue o anticorpo anti-IL-5 &
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administrado em conjunto com a administracdo de outro agente
terapéutico.

18. Método in vitro para prevencdo ou inibicdo da
ligacdo de IL-5 a um receptor de IL-5, compreendendo © passo
de administracdo no ambiente em gue existem células que
expressam um receptor de IL-5 de um anticorpo ou um seu
fragmento de ligacéo ao antigénio de acordo com a
reivindicacdo 1 ou de uma composicdo de acordo com a

reivindicacdo 9 ou 10.

19. Método 1in vitro para prevencdo ou inibicdo da
fosforilacdo de tirosina mediada pelo receptor de IL-5
compreendendo o passo de administracdo no ambiente em que
existem células que expressam um receptor de IL-5 de um
anticorpo ou um seu fragmento de 1ligacdo ao antigénio de
acordo com a reivindicacdo 1 ou de uma composicdo de acordo

com a reivindicacdo 9 ou 10.

20. Utilizacdo de um anticorpo ou um seu fragmento de
ligacdo ao antigénio de acordo com a reivindicacdo 1 ou de uma
composicédo de acordo com a reivindicacdo 9 ou 10, no fabrico
de uma composicdo para prevencdo ou inibicdo da ligacdo de
IL-5 a um receptor de IL-5.

21. Utilizacdo de um anticorpo ou um seu fragmento de
ligagcdo ao antigénio de acordo com a reivindicacdo 1 ou de uma
composicédo de acordo com a reivindicacdo 9 ou 10, no fabrico
de uma composicdo para prevencdo ou inibicdo da fosforilacéo
de tirosina mediada pelo receptor de IL-5.

Lisboa, 2009-08-19
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RESUMO

“Anticorpos monoclonais humanos para interleucina-5 e métodos
e composigdes compreendendo os mesmos”

O presente invento refere-se a anticorpos e suas porcdes
de ligacdo ao antigénio que se ligam especificamente a
interleucina 5 (IL-5), que ¢é de preferéncia IL-5 humana. O
presente invento refere-se também a anticorpos anti-IL-5
humanos, incluindo anticorpos quiméricos, biespecificos,
derivados, de cadeia simples ou porc¢des de proteinas de fuséo.
O presente invento refere-se também a moléculas de cadeia
pesada e leve de imunoglobulina isoladas derivadas de
anticorpos anti-IL-5 e a moléculas de 4cido nucleico
codificando tais moléculas. O presente invento refere-se
também a métodos de producdo de anticorpos anti-IL-5,
composicdes farmacéuticas compreendendo estes anticorpos e
métodos de utilizacdo dos anticorpos e das suas composicdes
para diagndéstico e tratamento. O presente invento proporciona
também métodos de terapia génica utilizando moléculas de éacido
nucleico codificando as moléculas pesadas e/ou leves de
imunoglobulina que constituem os anticorpos anti-IL-5 humanos.
O presente invento refere-se também a métodos de terapia
génica e animais transgénicos compreendendo moléculas de acido

nucleico do presente invento.
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