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DESCRIZIONE

La presente invenziocnhe riguarda un anticorpo mo-
noclonale diretto contro la glicoproteina E2 del wi-
rug dell’epatite ¢ (HCV) come medicamento per il
trattamento terapeuticce e la prevenzione di infezio-
ni da HCV,

L'HCV & un virus dotato di pericapside e RNA a
filamento singcolo, appartenente alla famiglia dei
Flavivirus. In base alle differenze genetiche ri-
scontrate fra i diversi isclati di HCV, questa spe-
cie virale & clasgsificata in 6 genotipi differenti,
ciascunce del guali & contrasssegnato con un numero.
Ciascun genotipo comprende a sua volta un certo nu-

nere di sottotipl, ciascunc dei guali & indicato con
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epcnderanza e la distribuzione deil
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H
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diversi genotipi di HCV wvaria nel mondo. In Europ

=8

1 genotipo predominante € lb, mentre nel Nord Ame-

rica predomina il genctipo la. La determinazione del

I

W

genotipo & importante da un punto di vista clinico,
polché tale caratteristica contribulsce a determina-
re la potenziale risposta alla +terapla basata

sull’associazione di interfercne alfa e rikbavirina,

O

Ad oggl non sono dispeonibili né un vaccino n
una immunoterapia che si siano dimostratl veraments

o

[

ficaci contro il wvirus dell’enatite C. L'elevata

3
O

variabilita della struttura antigenica di HCV ha
nora impedito lo sviluppo di anticorpl che siano in
grado di neutralizzere il virus e che al contempo

siano dotati di cross-reattivita nel confronti dei

i
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diversi genotipi virali. Vi € dungue la nece

-

anticorpi anti-HCV che sianc dotati di tali caratte-

ristiche e che di conseguenza sianc veramente effi-

caci nella terapia e prevenzione di infeziconi da
HCV
Enticorpi direttl contro antigeni di HCV sono



descritti nella tecnica anteriore. ad

esempic, Bu-
et al., Hepatclogy Vol. 28, n 3, 1998, de-
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il clonaggic e la caratterizzazione di se-

umani ricombinanti specifici per la glicopro-

2 di HCV {HCV EZ2), atti a legarsi a glicopro-

di genotipil virali differenti (cross-
vitay. Tra 1 Fab descritti in guesta pubblica-
vi & i}l frammentco anticorpale denominato 220.

Burioni et al., 1998, cit. descrivono che 20 ha u-

i HCV EZ2 {attivita NOB). Tuttavia, nonostan-

te l'elevata attivitad NORB, nella domanda di breveito

internazionale WO 03/064473 il frammento anticorpale
220 &  descritto come 1ncapace di  neutralizzare
17infezione del wvirus anche ad alte concentraziconi

resentl inventori hanno ora sorprendentemente

che, contrarlamente a quanto affermato nella

tecnica anteriore ed in particolare in WO 03/064473,

il frammentco €20 & in grade di neutralizzare effica-

cemante

in vikro 1

HCV. Cid rende e20 particolarmente adatto per la

neutra

li=

zazione di HCV e l'eliminazicne delle cel-
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20 come medicamento per 17 immunoterapia
e 17 immunoprevenzicone 4di infezioni da HCV,

Un prime oggetts dellfinvenzicne & guindi un an-
ticorpo monoclionale o frammento da esso derivato,
2

attc a legare la gliceoproteina HCV EZ di una plura-

lita di differenti genotipl <i HCV, come medicamento

4]

}_A

per 1l trattamentc terapsutice o la prevenzione di
infeziconl da HCV, caratterizzato dal fatto che
lfanticorpo monoclonale o 1l frammento da esso deri-
vato comprende almeno una regione variabile di cate-
na pesante comprendete la sequenza amincacidica SEQ

ID

—

C:1 o una sequenza almenc 1l 50% identica a SEQ

ID NO:i

W

almeno una regicone variabile di catena
leggera comprendete la seguenza aminoacidica SEQ ID
NO:2 o una seguenza almeno 11 9%90% identica a SEQ ID
NO: 2.

Dlteriorl percentuall preferite di identitd di

seguenza sono almeno 11 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% o 9%%, in culi l'espressione "almeno" &
riferita a c<iascuna delle percentuall indicate

In una forma di realizzazione dell’invenzione,



la regilone wvariablle di catena pesante & codificata
dalla sequenza nuclectidica SEQ ID NO:3 e la regione
variablle di catena leggera & codificata dal SEQ ID
NC: 4.

Con il termine “anticorpo” si intende indicars
gualsiasi classe di immunoglobuline intere e quai-

siasi frammento da esse derivato comprendente una
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1 catena leggera e una reglions
variabile di catena pesante, qguale ad esempio Fab,
unn Fi{ab®i2, un CDR {regione determinate la comple-
mentarieta), o un anticorpo a catena singola com-

prendente regioni varlablli di catena pesante e di

riabili di catens immunoglobuliniche pesanti e

gere. Cio include frammenti anticorpali funzionali
descritti come Scivs, diabodies, VHHs o catene leg-

[d3}

gere © pesanti 1isolate. L'espressiocone Tanticorpo”
include inoltre anticorpi che possono essere genera-
ti usandoc le seguenze della regicne variablile del

frammente anticorpale e20 in un processp di shuf-

-t

o

e

fling di regione variabile di catena leggera al

scope di determinare combinazioni VH/VL con proprie-

e

“finita, stablilita e/fo

o

ta migliorate in termini di af

produzione ricombinante. L'espressione



inciude irocltre gqgualsiasi tipo di  immunoglobulina
intera o frammentc ilmmuncglcbulinico fusce con immu-
noglobuline intere o frammenti ilmmunoglobulinici
specifici che possanc indirizzare il frammento anti-

corpale 20 o l'immuncglobulina versc tessutl, cel-

lule o© strutture proteiche sclubili specifiche.

T

L7anticorpe monoclonale dell’ invenzione preferi-

anticoxpo usato nell’invenzicne pud essere in

con una molecocla che pud modulare la persistenza in

vive, pud promuovere o limitare la distribuzion

corporea, pud diminuire la sensibil

R

proteolitici, pud diminuire l'antigenicitad, pud in-

Ccrementare 1

{3

capacita citotcessica o pud facilitare
la rivelazicne in un fluido corporeoc e in tessuti.
Esempl non limitativi di moleccle idonee per la co-

T

zione includono

50

niug
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lercalbumina umana, proteina

91]

egante il maltesic, glutatlone-S-transferasi, ro-
teine dell’involucro fagico p3 o p8, peptidi, zuc-
cheri, PEG ¢ moleccle PEG-simili, tossine di origine
mi, composti chemiluminescentl, compostli biolumine-

scenti, atomi metallici, radicisotopi, composti



Hh

luorescenti, gruppl etichetta o© substrati per Lla

fosforilazione, glicosilazicone, ublguitinazione, S3SU-
MUilazione o taglic endoproteclitico. Per facilitare

la conlugazione, il C-terminale © H-terminale del-
l'anticorpe pud essere modificato, per esemplo, me-
diante inserzione di residul ammincacidicl aggiunti-
vi, per esemplc unc © piu residul di cisteina che

sono atti a fermare ponti disclfuro. L'anticorgo u-
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sato nell'invenzicne pud anche essere

ulari
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eritrociti umani o ad altri carrier c

-

specifiche formulaziconi, o a sistemi a rilascio ri-
tardato gqguali, ma senza limitazione, liposomi, den-
drimeri, microsomi, nancparticelle, microcapsule,
vettori virali & simili.

Un altro oggetto dell’invenzione € una composi-

zione farmaceutica per 1l trattamento terapeutico ©

la prevenzione di infeziconi da HCV, comprendente una

quantita farmaceuticamente efficace di un anticorpo

come deli-
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monoclonale o frammento
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ministrazione parenterale, orale, oculare, topica,
loco-regionale, clisma ¢ aercsol. La somministrazio-
ne parenterale include 17iniezione intramuscolare,
lfinierione intravencsa, l1'iniezione intralinfatica,
1’ iniezione subcutanea ¢ intradermica e 17 infusione.

5
1
A

La composizicne dellfinvenzione pud essere pre-

parata in gualsiasi forma farmaceutica che sia adat-

semplio in forma di una scluzione ¢ sospensione i-

niettabile, un’infusicne, una cCompressa, una capsu-

La composizione dell’ invenzione comprends
l'anticorpe o frammento da esso derivato come defi-
nito scopra quale principio attive, nonché adatti ec-

“

ciplenti, veicell o diluenti farmaceutici noti alla

persona esperta del settore.

Un ulteriore oggetto dell’invenzicne € un anti-
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corpo  antil-idieotipe at

all’idictipo dell’anticorpo o frammente da essc de-
rivato come definitc in precedenza. L'anticorpo an-
ti-idiotipo dell’invenzione pud essere ottenuto me-

diante procedimentl convenzionali per 1’ottenimento
d4i anticorpil anti-idiotipe, che sono di per sé noti

co del ramo.

(3

al tecn
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L7 invenzione & ultericormente descritta in detta-
glio nella sezione sperimentale che segue, fornita a

ndo riferimento ai di-
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teina E2 di HCV derivata d ferentl genotipi. I

dati sono presentati come percentuale di cellule
flucrescenti positive.

La figura 2 mestra l'attivita di neutraiizzazio-
ne del Fab 20 usando pseudoparticelle virali che

presentanc gllicoproteine EL-EZ del genotipo 1la:

UKN1AZ2G.8 {a); ELEZ genotipo 1Ik: URNLIBS5.23 (b):; B1EZ
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genctipo 2a: UKN2AL.2
UKNZBl.1 (d}; ELlEZ2 genctipo 4: UKN4.21.16 (e). (£}
Attivita neutralizzante del Fab 20 a 1l5ug/ml usando

N 1
H
L

pseudeparticelle virali che presentano EIL-E2 4di dif-
ferenti genotipi (UKNLAZ0.8, URNIB5.23, UKNZAL.

UKMZEL.1; UKN3AL13. 86, UKN4.21.16, UKNS.15.11,

La figura 3 1l’attivita di neutralizzazione di

{ad

e20 e altri anticorpi anti-HCV ({137, AP33) wusando

z2ay . "infettivita di
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JFH-1 in presenza di e20 e del controllo negativo

T

Fab (c33-3) ¢ presentata come guantita di RNA virale



deidrogenasi, come determinata mediante PCR quanti-

PARTE SPERIMENTALE

Strategia di clonaggio

La preparazione di librerie combinatoriali ca-
suall (random combinatiorial libraries) esposte sul-
la superficie di fagil filamentosl rappresenta uno

4
f
e

strumento molto potente per la selezione anticorpi

m lonali umani ad altae affinita. La procedura di
selezione basata sul phage display & infatti estre-

mamente versatile e pud essere ottimizzata in modo

da selezionare anticorpl cross-reattivi. In partic
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lare, e20 & statoe clonato come f{rammento Fab IgGl

dal repertoric di linfociti B di una donna di 58 an-
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tata in modo persistente con un cep-
po di HCV appartenente al gesnotipo 1lb. Per selezio=-
nare i cloni cross-reattivi, la library derivata
dalla paziente & stata sottoposta a panning sSu una
glicoproteina EZ di HCV ricombinante derlvata da un
isolato virale appartenente a un genotipo differen-
te, ossia la. In preve, con questo approccic & stato
possiblle ottenere anticorpi c¢he vengono prodotti
nel corse di un’infezione naturale ma che sono 1o
stesso in grado di legarsi a differenti glicoprotei-

ne mai incontrate dal sistema inmmunitario del pa-
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seguenze della catena pesante o dell

Il sequenziamento dei geni della

catena pesante

0

della catena leggera di €20 e lo studio del

pattern di mutazione ({tabella 1) h

guesto anticorpo deriva da un processo di mutazione
somatica, cloé un processc stimolato in un clone an-
ticorpale dal contatto continuo con lo specifico an-
tigene, allo SCOpPe di miglicrare 1'affinita
dell’anticorpe stesso
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na pesante, 220 pre-

a seguenza nucleotidica mino-
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rminale. Il

larizzazione specifica nelle

pat
Al

complementarieta (CDR). Lo studic delia reglone di

collegamento di eZ0 (ciceé la regione di collegamen

to

che da origine a CDR3} mostra che guesta & formata
d:z

un gene V appartenente alla sottofamiglia VH1-69

o

un gene molto rappresentato in una risposta umorale
umana anti-HCV), un gene D appartenente alla

famiglia D2-21 e un gene JH appartenente alla sotto-
famiglia JH4.



In mode analogo, la catena leggsrae di 20 {iso-
tipo K) mostra una percentuale di mutazione compati-

bile con un precesso di mutazione somatica, come mo-

-

strato dalla polarizzazione nelle CDR. Lo studio

~

della regilone di collegamento evidenzia che CDR3

della catena leggera di e20 origina dall’unione di

lia xV3~-15, e

un gene KV appartenente alla sottofamig
un gene kKJ appartenente alla scottofamiglia xJh,

I dati d4i seguenza permettono di concludere che
e?0 non & un anticorpce artificiale, ma che al con-
traric essc & veramente presente nel repertorio an-

ticorpale del paziente scelto per lo studic.

F

gene [gene |gene |lunghezza 1% di nuclectidi % ¢i aminoacidi mutazioni

Ay £ ) {CDR 3 | rnutatd mutati

FR |CDR FR | CDR FR |CDR

Vieo D2 14 T 64 | 160 19 38 13T
21

T2

y

|

i
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gene'V | gene | lunghezza CDR | % di nucleotidi mu- | % di aminoacidi mu- | miutaziond

] 3 tati L tat R:S

FRs FRs ; FRs

CDRs CDRs CDRs

KV 3-i1KJ5 (9 1.5 10.4 1.5 11.5 1:2{3:5
15

La tabella 1 qui scpra i pattern di mutazione
delle linee germinali e del gene V in €20 catena pe-
sante a; e catena leggera b). La percentuale di mu-

ftazionl aminoacidiche e nuclecotidiche @ stata calco-

at secondo 1l metodi di allineamentoe di Kabat e

}___v
j+F

Wu, prendendo in considerazione FR1, FRZ e FR3 per
le catene leggere e pesanti, CDR1 e CDRZ per le ca-
tene pesanti, & CDR1, CDRZ e CDR3 per le catene leg-
gere. Il rapportc fra mutazioni di sostituzione (R}
e mutazioni silenti (3) & anche riportato.

Vasutazione del legame di e20 su EZ derivata da H

I1 frammento 20 in forma di Fab € stato testato

per la capacita di riconoscere la glicoproteina EZ2

]

di HCV di genctipi diversi a 1b {ocszssia 11 genoctipo

del ceppc che aveva Infettatoc 1l paziente da cui &




nellforttenimente di forme solubili di EZ di HCV 4di

In breve, cellule epiteliall di rene umano [(HEK)
2937 sono state fatte crescere in mezzo di Eagle mo-

dificato da Dulbecco (DMEM), supplementate con 10%

penicillina {100 U/ml). Quando & stata raggiunta una
confluenza dell’80%, 2x10° cellule HEK sono state se-
minate in plastre da 10 ¢m e dopo Z4 ore sone state
transfettate con 3 udg di phCMV-7, un vettore di e-
spressione codificante per le glicoproteine E1BZ di

P
A

Hh

i

0]

nti gencotipi di HCV, usando un protocollo di

p-a-

transfezione con calcioc fosfato. Il mezzo & stato

sono state poil incubate a 37°C per 24 ore. Il mezzo
& statoe scartato e 11 monostrats celliulare & stato

lavato due volte con PBS. Scono stati aggiunti 5 ml

B

e

0]
rt
o

di

-

tampone dl dissociazione e le cellule sorno

rt
L

per 5 minuti. Le cellule sono staf

lavate due wvolte con PBS e centrifugate a 1000 rpm

ct

per 5 minuti; 1,2 ml di reagente fissative sono a-

€53

ti aggiunti al pellet ottenutc da clascuna piastra.

Le cellule sonce state incubate per 15 minuti a tem-



vitelleo (FPB3), poil centrifugati a 1000 rpm per 5
minuti.

100 ul di reagente di permeabllizzazione sono
pellet con 50 pl di Fab 20 alla

concentrazione finale di 10 pg/ml.
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stato seguito anche per le cellule non tran-
sfettate, usate come controllo. Dopo una incubazicone

di 40 minutli & temperatura ambiente, 1 campioni sono

stati lavati in 5 ml d4di FPBS e 50 pl di anticorpo

0 minuti

i
@
1,_.1
}__.I
D
T
-
m
I
(]
o
o
W
[
~
¥
4]
—
ol
s
3y
?_.I
o
¢
i
[e]
a1}
et
4

he
]
[t
o

a temperatura amplente e sono state lavate due volte

in 5 ml di FPRS. Infine i1l surnatante & state rimos-—

il

so, 1l pellet €& stato riscspeso in 300 pyi d4di FPBS e

Liattivitd di legame € stata espressa 1n termini di

percentuale di cellule flucrescentl positive ottenu-
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incluso come controllo negative in clascun esperi-
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grado di riconoscere tutti i genotipi di EZ di HCV

centuale di cellule fluorescentl superiore di quella

ottenuta con il Fab di controlle. I risuvltati sono

Valutazione del legame di e20 su glicoproteine EZ di

[P o~

HCV la mutanti in regioni leganti CD

<o

1

Il Fab eZ20 & anche stato testato su un pannelilo

di E1E2 derivate da H77 (genctipo la} mutanti in re-

giconil conservate, descritte per essere cruciali per

egame a CDE1 e per 1finfettivita delle pseudo-

poa
famed
—

particelle di HCV (HCVpp). Ognl posizicne conservata
in guesta regione & stata mutata in alanina. Tutte
gueste sostlituzionl causavano la perdita di infetti-
vita nel saggio con HCVpp descritto sotto. Il legame
alla glicoproteina EZ di HCV del Fab eZ20 e abregato
da gualcuna di gueste mutazioni cruciali (tabella

T dati descritti in tabella 2 suggeriscono che
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regione di EZ essenziale per

gel

17 infezione wvirale. Questi datl confermano anche che

e20 si lega a una regione critica per 1l legame di

AP33Z, fanticorpoe anti-HCV neutralizzante avente la
cross-—-reattivita piv ampia, ma meno adatto come



stampo per la progettazione di ur
vaccinazione e per l1futilizzo in

siderando che 1fimmuncterapia con

anticorpi

immunoterapia,

1 medicamento per la

con-

ghi non & fattibile e che la presenza di anticorpi
simili nel reperteoric umano € estremamente rara
(Tarr et al. J Gen Vircl. 8B:2891. 2007). In maniera
ancora pit interessante, guesta analisi ha mostrato
chiaramente che tutti 1 mutantli non riconosciuti da
a2 non consentono una infezione delle cellule ber-
saglico in un modelle di pseudovirus.
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infertivita di HCVpp

su ElEZ derivate da H mutanti (genctipe lai,

L'attivita di lisgame & espressa come percentuale di

Valutarzione dell’attivita neutralizzante di 20 su

pseudoparticelle di HCV derivate da differenti genotipi

L’attivita neutralizzante del Fab eZ20 & stata
pei verificata in un saggic di neutralizzazione ba-
I

sato su pseudoparticelle di HCV {(HCVppl.

iall di rene umang [HEK]
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In breve, cel
2937 e cellule di epatoma umano Huh-7 sono state
fatte crescere in DMEM, supplementato con 10% fsierc
fetale di wvitello, 5% aminoe acidi non essenziali,
200 mM glutammina, streptomicina {(100pg/ml) e peni-
cillina (100 U/ml). Quando & stata raggiunta una
confluenza dell’80%, 2x10° cellule HEK sono state se-

minate in plastre da 10 <m e dopo 24 ore sono state

3

co-transfettate cor

-

fug di vettore virus murino del-
la leucemia {(MLV) Gag-Pol, 8ug di vettore di trasfe-

rimento MLV codificante per la luciferasi e 3 pg di

vettore di espressione phCMV-7a codificante per gli-



coproteine E1EZ di lunghezza intera di differenti

renotipi di HCV. un giorno dope, 11 mezzo di tran-

X

afezione & stato socostituite con 5 ml di mezro fresco

f

contenente 10 M HEPES. Le cellule sono state incu-
bate per 24 ore a 37°. le cellule bersaglic {(Huh-7)

sono state seminate in pilastre a Z24pozzetti ad una

]
-
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s s - aomd . .
ita di 2,5x10° per pozzetto e incubate overnight

. -0 I 3y £y e de 1 7 ofur + - T =
a 37°C. Le pseudoparticelle HCV (HCV pp) sonc state

raccolte 24 ore dope la sostituzione del mezzo, cen-
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2000 rpm per 10 minuti ¢ filtrate attra-
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versc membrane con pori delle dimensioni di 0,45 pm
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e usate in un saggio

sono stati mescolati con 9

rrazioni di Fab e20 e incubate per 1 ora a 37°C. Que-

sta miscela & stata aggiunta alle cellu
Huh-7 e le cellule sonc state incubate per 3 ore a

37°C. Infine 1'inccule & stato rimosso, Iml di mezzo

fresco @ stato aggiunto a clascun pozzetto, & le cel-
lule sone state incubate a 37°C per ¢ giovni. le cel-



ciascun pozzebto. nfezione delle cellule € stata

analizzata misurandoe 17attivitd luminescente {lettore

di piastre Chameleon, Hidex}, data in unita di luce
relative (RLU). L7attivita di neutralizzazicone & sta-

3

ta determinata come percentuale di infezione, con-

frontando la luminescenza ottenuta con guella rivela-
ta nel pozzettl con HCVpp in assenza di gualsivoglia
anticorpo atto a dare competizione {(neg). un Fab uma-
no riceombinante (c33-3) speclfico per un antigene non

rutturale di HCV (NS3) & statce incluso come con-

N
t

trollo negativo in ciliascun esperimento.

Questo approccic ha mostrato che 20 ¢ un fort

i

neutralizzatore di HCV gencotipe la e 4. EZ0 mostra
unfattivita di neutralizzazicne al 50% sul genoctipo
la a concentrazioni di 7,5 ug/ml e una inibizione
del 75% sul genotipo 4 a 1hug/ml {(figure 2a, 2e e
2fy. Tuttavia gquesto anbticorpo & anche in grado di

neutralizzare fortemente 1 genoctipli 1lb e Za di HCV.

nore delle HCVpp aventi glicoprotelne EIEZ del genc-
tipo 2b, mostrando una inibizione del 20% a 15 upg/ml

{figure 2d e 2f}




Attivita di nevtralizzazione di eZ0 di un ceppc di

HCV cresciufo in coltura cellulare (genctipo Za,

Liattivitd di neutralizzazicne di HVC di 20 &
stata anche testata usando un sistema modello HCVeo
{HCV coltura cellulare), utilizzando una linea cellu-

lare stabile di epatoma umane contenente un cDNA, in-

Iy

3

tegrate 1in un cromeosoma, di HCV genotipo 2a (JEH1) e
procducente in maniera sostenuta virus infettivo (fi-

gura 3}. Questo sistema permette la valutazione
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azione usando un ceppoe di
virus dell’epatite C infettive. In gueste set di e-
sperimenti differenti concentrazioni di Fab 220 scno
state incubate con il mezzo contensnte 11 virus vge-
nerato nel saggio HCVce. Dopo 3 ore la miscela & sta-
ta aggiunta a cellule bersaglio {HUH7 .5}

L7 infettivitd & stata valutata misurandoe 1 Llivelli di
RNA di HCV a filamento positiveo. 11 Fak 20 ha mo-
strato una forte attivitad neutralizzante, poiché a
una concentrazione di lug/mi, che & molto bassa, essc
& in grade di abrogare completamente 17infettivitad di
HCV genotipo Z2a. L7attivita di neutralizzazione del
Fab 20 & confrontabile con 1l'anticorpo menoclonale
murine IgG AP33, uno del piu potenti anticorpl cross-

neutralizzanti finora descritti.
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SEQUENCE LISTING
=110 Natmab Therapeutics St

<120> An anb-HOV monedional antbody as a medicament for the
iherapeutic breatment sad prevention of HCV infections

<130> I0134358-EC
<160> 4

170> Patentinversion 3 3
<2 1

“2ti> 116
212> PRT

oA

“<214» Homo sapiens

AT

Leu ey Giu Gin Ser Gly ala Giu val Lys Lys Pro Giy Ser Ser Vi
i 5 10 i5

Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Asp His Tyr Giy lie Asn Trp va
20 25 30

Arg Gin Ala Pro Giv Gin Giy Leu Giu Trp Mel Gy Gly Hie lle Pro
35 40 4%

Yal Prie Gty Thr Thi Thr Tyr Ala Gin Lys Phe Gin Giy Arg Ala Thr
a0 ) &0

tie Thr Ala Asp Asp Ser Thr Gly Thr Ala Phe Ley Glu Leu Thr Arg
£5 70 5 8¢

Ley Thr Phe Asp Asp Thr Ala Vel Tw Phe Cys Ala Th Pro His Gin
55 =) 85

Leu His vVal Leu Arg Gly Giy Lys Ala Leu Ser Pro Trp Asp Tyr Trp
100 105 110

Giy Gin Giy Thr
115

210> 2

<211 102

<212> PRT

«213%> Homo sapiens

40> 2

Mel Alg Glu Leu Thr Gin Ser Pro Az Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly



1 & G 15

Glu Arg Als Thr Leu Ser Cys Arg Alg Ser Gin Ser Val Ser Ser Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr GIn Gin Lys Arg Glv Gln Ala Pro Ser Leu Ley il
35 40 43

Tyr Gly Thr Ser Thr Arg Ala Thr Gly lle Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 35 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Hie Ser Ser Leu Gin Ser
85 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin Tyr Asn Asp Trp Pro Set
85 g0 g5

Thr Phe Gly Gin Giy Thr
100

<210 3

<21t> 548

<212> DNA

<213> Homo sapens

<400> 3
clgolcgage agicaggagr tgagaigaay aagocigyyt coteggigaa gatclcclge 60

aaggciicly gagaccacia g@iaicaac igggigogac aggecccigy acaagggelg 120
gaglgnalgg gogglatcat coclgicttt ggeacaacta cotacgeaca gaagiiccag 180
gocagancta coaltacoge ggacgacios acquagacgy ccliiligga goigaccaga 240
cigacattig acgacacggl cgictatite Wglgegacac cicaccaact gesigiecie 300
cggggnagla aagecticic ceocigpgac aciguggee agggaace 348
«210> 4

<Z2i1» 306

=212> DNA

<Z213> Homo sapiens

<A00> 4
atggreoage (cacccagic iccagecace cigicigigt clecagggga aagagecace 60

clelectgea gggooagiea gagigiage aglaactiag colgglaces geagaaanygt 120
ggecangoic ccagicicet caltlacgga acatctacca gggecactgg tafcceagee 180

aggticagig acagiggglc tgggacagag toacicica cealcageag oolgoagict 240

-2 4 -



gaagatitty caglttatia cigicageag tataalgatt ggecctecac cticggecaa 300

gggaca 305

1
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RIVENDICAZIONI

1. Anticorpe monocleonale o frammente da es3so deri-
vatc, atto a legare la glicoproteina HCV EZ di una

pluralita di differenti genoti HCV, come medi-

o
9]
-

camento per i1 trattamento terapeutico o la preven-

[

fatt

o+

zione di infezioni da HCV, caratterizzato da
che 1'anticorpo monocleonale o 11 frammento da esso
derivate comprende almenc una regione wvariabile di

catena pesante comprendete la seguenza amincacidica

ﬁ'
63

almeno 11 90% identics

43}
5]

-
[
.
reze

1

O

:1 o una seguen

ol
u

SEQ ID NC:1 e almenoc una regione variabile di cate-

O

—

gera comprendete la sequenza aminocacidica 3E

,
L)

ID NO:2 ¢ una seguenza almeno il %0% ldentica a SEQ

ID NO:2.

Z. Anticorpoe moncclonale o frammento da esso deri-

vato secondo la rivendicazione 1, atto a legare la

3. Anticorpo monoclonale ¢ frammento da essc deri-~
vato secondo la rivendicazione 1 o 2, che & una im-
munoglopulina intera o un frammento Iimmunocglobuli-
nico comprendente almeno una regione variabi
catena pesante e una regione variablile di catena

leggerza.

u

[

4, Anticorpo monocleonale o frammento da esso de



gione determirante la complementarieta), © un anti-

corpo a singola catena comprendente regioni varia-

o3
[
-
[

di catena pesante e catena leggera o CDR, <

[}

caffold comprendenti una o piu cople di frammenti

CDR derivati da regleoni variabili di catena pesante

e di catena leggera.
5. Anticorpo monoclonale o frammento da esso deri-

vato secondo una gualsiasi delle rivendicazioni 1 a
4, che & in forma libera.
&. Anticorpo monoclonale o frammento da essc deri-

siasi de_.le rivendicazioni 1 a

U’J

p--d

ndo un

ﬂ
3]
ot
o
V.ﬂ

jua

ja}}
™y

4, che ¢& coniugato c¢on una melecocla atta a medulare
la persistenza 1in vive, promuovere o limitare la
distribuzione corporea, diminuire la sensibilitd ad
agentl proteolitici, diminuire
crementare la capacita citotossica e/o facilitare
la rivelazione in fluidi corporei e tessutl.

7. Anticerpo monoclonale o frammento da essc deri-
vato secondo una gualsiasl delle rivendicazioni 1 a

&, che & fuso con una specifica immuncglobulina in-

tera o uno specifico frammento immunoglobulinice
capace di indirizzare 1'antlcorpe verso tessuti,

cellule o strutture proteiche solublli specifiche.



g Compo ione farmaceutica per 11 trattamento
terapeutico o la prevenzione di infezioni da HCV,

2

comprendente una guantitd farmaceuticamente effi

9]
fu

ce di un anticorpo monocionale o frammento da esso

derivato come definito in una gqualsiasi delle ri-

9. Composizione farmaceutica secondo la rivendica-

zione 8, in una forma farmaceutica di dosaggic ido-

nea per la scommninistrazione parenterale, orale, o-

5
1
L

culare, topica, loco-regionale, clisma © aeresol

10. Composizicone farmaceutica secondo la rivendica-
zione 8 © 9, in forma di scoluzicone, sospensione i-
niettabile, infusione, compressa, capsula, cCrema,

5
4

urguento, lozione o supposta.

11. Uso di corpo monocleonale o frammento da

i
o
[41]
g
}.J
('J

13
i

esso derivato come definito in una gqualsiasi dell
rivendicazioni 1 a 7, per la preparazione di un me-
dicamento per 11 trattamento terapeutico o la pre-

venzione di infezioni da HCV.

12. Anticorpo anti-idictipo atto a legarsi specifi-
camente all’idiotipo dell’anticorpo secondoe una

3

qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 7 o frammento da

esso derivato.



FIGURA 1
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FIGURA3
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