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RESUMO

NIVEIS SERICOS DE HETEROTRIMEROS BLYS/APRIL ¥ UTILIZACAO EM
METODOS DE DIAGNOSTICO

A presente invencidc proporciona um métodoe de medigdo

L

™

dos nivels séricos de heterotrimeros {HT) BLyS/ APRIL numa

amostra biolégica, numa forma de realiracdo preferida. Os
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ensalos ae dq“QS"'L.iCO 540 utelils em rredilzen a
crobabilidade dum inadividuo desenvolver Ol socfre
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atualmente duma doenca autoimune, tal como ES e para
métodos de tratamento dum individuo clinicamente

diagnésticado com uma doeng

M
Q)

diagndéstico gerve para predizer a probabilidade dum

paciente responder a um tratamento com um fédrmaco

lar um tratamento com antagonistas

especifico, em particu

HT, guer isocoladamente ou em combinacdc com outros farmacos
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DESCRICAC

NIVEIS SERICOS DE HETEROTRIMEROS BLYS/APRIL ¥ UTILIZACAO EM
METODOS DE DIAGNOSTICO

As interacdes celulares gue ocorrem durante uma
resposta imune 840 reguladas por men 8 de varias f

de recetores de superficie de célula, incluindo a familia
do recetor do fater de necrose tumoral (INFR). A familia

TNFR consiste num numerc de recetores de glicoproteina de

diferentes linhagens de células hematopoiéticas (Smith et
al., The TNE Receptor Superfamily of Cellular and Viral
Proteins: Activation, Costimulation and Death, 76:859-62,

recetores desta familiz sdo (1) BCMA, Antigeno de Maturacéc
da Célula B (Grag et al., Int., Immuncl. 17:1093-106, 1995 e
Hatzoglou et al., J. Immunol., 165: 1322-30, 2000); (2)

TACT

ACI, ativador transmembranar e int
Rilcw e Bram, Science 228:138-41, 1987 e Publicacdc WIPO

documento WO 98/38361)) e (3) RAFF-R, também conhecido como

oY)
'_—‘
.

recetor 3 de BLy3/BLyS (BR3) {Thompson et al.,

) Y ST NG T AN ot e At s o ESalar-Yak o O T
293: 2108-11, 2001). FEstes recetores sédc conhecidos gpor
o)

u ambos ©os ligandos de TINF -~ estimulader de
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e THANK} (ver, por exemplo, Shu et al., J. Leukoc. Biol.
65: 680~-683 (19%99)) e um or de proliferacdo

(APRIL) (ver, por exempla, , J. Exp. Med. 188:
1185-1190 (1998) ). Especificamente, TACT e BCMA sé&o
1 .

igarem ambos BLyS e APRIL e BAFF-R apenas

Un nimero de antagonistas BLvS e/ou APRIL foram
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membros recetor da familia, a fim de bloguear os resultados

desta ligacdo gue inclui, mas ndo deve ser limitada a, co-
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estimulacdc de células

células de plasma, a troca de cla:

antigeno B aumentado,
malignas, desenvolvimento da

envolvimento de células B para

formacdo de centro germinal completo.
Algumas destas moléculas também podem ligar-se e bloguear o
efeito de APRIL nas células B e noutros componantes do
gistema imunitério (Dillon et al. ({(2006) Nat. Rev. Drug
Dis. 5, 235-246). As moléculas gque foram desenvolvidas para
afetar a funcdo da célula B interferindo com a ligacgdo
e/ou APRIL incluem anticorpos RLyS tal comc Lymphostat-B
elimumab) {Baker et al., (2003
3253-3265 e o documento WO 02/02641Y;: dominio extracelular
do recetor/proteinas de fusido dominio de Fc tal como TACI-
Ig, que inclui uma forma de realizagdo particular,
atacicept (Pedido de Patente U.S. N.° 20060034852), BAFF-R-

¢ {documento WO 05/0000351) e BCMA-Ig ou outras proteinas

dominios extracelulares recetores.

Uma classe adicional de antagonistas BLyS e/ou APRIL inclui
outras moléculas que dependem da capacidade de ligacgdo BLyS
para bloguear a ligagido aos seus recetores tais como AMG

623, recetor de antic

rpos e outras moléculas divulgados no

documento WO
e

& o facto destes ligandos parecem existir in vivo nao
apenas como homotrimeros {o gque seria esperado para

ligandecs da familia de TNF), mas também como heterotr
) e

tilizando uma amostra definida extremamente peguena e

heterogénea (isto &, 15 pacientes com diagndstico, entre

P'1\

‘erentes), a existéncia de

1 g PNy ; B 2
eles, de ¢ decencas autoimune di

"
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HT elevado nos soros em comparacdoe com controlos saudaved
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foili relatado por Roschke et al. {(J. Immunol. 16%: 4314-

4321, 2002). No entanto, ndo houve associacdo entre a
ecregsenca de HT elevado com qualgquer doenca autoimune

particular, uma andlise necessaria para aplicar tais

ag
informalmente, isto &, com significlncia estatistica.

7 o - 11 = Noraaos oo o A N -
ASS J_'Tt, permanece ama. necessicadce na técnic da
1N + - Yo E-Ye PN at 9 = 1T o1 oA A HT = e
inves ,l.\}m.,u() na atividade 010L001Ca ae i & C

desenvelvimentoe de um ensaic para comparar o8 niveig de HT

nativo aos de BLyS e APRIL homotriméricos em pacisntes

autoimunes. Al

Q.

ém disso, este ensaio permite a identificacdo

de padrdes de expressidc de HT de modo a gue as associagdes

estatisticas com doenca autoimune possam ser identificadas,

tal como lupus eritematoso sistémic (LES). Tal informacéc

. L, T S . g o 2 TR N M I8 s s T ~ g A .
&  importante para identificar individuocs gue tém  uma
Cropensdo nara o desenvolvimento de tais doengas

autoimunes, estdo num estado de doenca ativa e para
identificar agqueles qgue resgponderdo favoravelmente ao

tratamento de antagonista BLyS e/ou APRIL destas doencas. A

X N VN T T N L T o 3 I = e —~ o
ficacédo descreve os niveis de HT associados

&
que determinam a presenca deste padrdc de expressio,
nomeadamante niveis séricos de HT aumentados para agueles
que sofrem de doenca autoimune tal como LES em comparacdo
com niveis vistos em controlos saudaveis.
Roschke V et al., J. Immunology, Volume 169, 1 de
Janeiro de 2002, paginas 4214-4321, relata aguela forma

biclogicamente ativa dos het

BLyS & APRIL que
80 exXpressos  em  pacientes com doencas reumaticas
baseadas no sistema imunclégicoe imunclogia sistémica.

lin. Immunology, Volume

existe uma associacdo entre os niveis circulantes de
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Sidgren primAdrio.
Daridon et al., Autoimmunity Reviews, Volume 7{4), 1 de
fevereirc de 2008, paginas 267-271, descreve BAFFEF, APRIL
e TWE-PRIL.

Seylier Thorsten M et al., J. Clin. Invest

)y, novembrc 2005, paginas 3083-3092, descreve BLYS
e APRIL em artrite reumatoide.
SUMARIO DA INVENCAQC
A pregente invencido refere-se ac rastreio para nivels
séricos de HT e noutras amcostras bkioldgicas. Como tem sido
mostrado, niveis elevados de HT s&o assocliados
ignificativamente com doencga autoimune, tal como AR, esta

- 5 = 4 LA - vy Tt e A 3 - RN A . {5 R P et my e et
medicdo & Gtil como um encsaio de diagndstico. Tals ensalos

individuo ter uma condicéc associada com atividade

autoimune, tal como LES. A divulgacgédo refere-se ainda a

o

determinar um tratamento apropriado para um individuo com

LES.
A detecdo de altes nivels séricos de HT de pacientes
que exibem atividade autoimune, tal como LES, permite a

selecdo dum vlano de tratament maig provavel ser

eficaz em tratar a condicdo. nog de tratamen

-

que compreende geralmente
de HT, em comparacdoc com
saudaveis. A detec3o de altos niveis séricos de HT permite
predizer a probabilidade dum paciente zresponder a um

tratament com farmaco especifico que compreends

o N / T - . _ K - o~ - » N -
BLyS e/ou APRIL. Assim, a invencdo proporciona
s S [ B natna 14 A ~ = NP VL, S
métodos de predizer a probkabilidade dum paciente responder

i
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a antagonistas BLyS e/ou APRIL (guer isoladamente ou em
combinacdo com outros farmacos) durante o tratamentc para
LES, como definido nas reivindicagdes.

Muito especificamente, a presente especificacéo
descreve um método de detecdo de niveis séricos de HT
aumentades dum individuo gue compreende a medicg¢do dum
primeiro nivel dos niveis da proteina HT numa amostra
bioldgica e comparar esse nivel com um cegundo nivel dos
niveis da proteina HT presente numa amostra bicoldgica dum
individuo saudédvel e determinar gse ¢ primeirco nivel
aumentou em comparacdc com o segundo nivel, em gue 0O

referido aumentce dos nivels da proteina HT estd associado
com uma doenga autoimune. A doenca autoimune pode ser
gelecionada dum grupc gue consiste em artrite reumatoide,
artrite reumatoide juvenil, llGpus eritematoso sistémico
(LES), nefrite lhpica (NL), Doenca de Wegener, decen
inflamatdéria dos intestinos, purpura trombocitcopénica
diopética (PTI}, plrpura trombocitopénica trombética
{(PTTY, trombocitopenia autolmune, egclerose miltipla,
psoriase, nefropatia de IgA polineuropatias de IgM,
miastenia gravis, vasculite, diabetes mellitus, Sindrome de
Raynaud, Sindrome de Sjogren e glomerulconefrite. Nos
métodos da invencdc a doencga autoimune & LES.

A presente especificacdo descreve um método de tratar
um  individuo diagnosticade c¢linicamente com uma doencga
autoimune, gue compreende analisar uma amostra biclégica
dum individuo diagnosticado clinicamente com  doencga
auvtolmune para a presenga ou auséncia de elevados niveis
séricos de HT, em que a pressenca de elevados nivels de HT
estd associada com o diagndstico clinico de doencga
autolmune e sgelecionar um plano de tratamento gue €& mais
eficaz para individuos diagnosticados c¢linicamente como
tendo uma condicido associada com niveis de HT aumentados. O
plano de tratamento pode envolver a administracdo dum

antagonista BLyS. E, numa forma de preferida, o©

(6]
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APRIL. Em particular, © plano de tratamento deverd envolver
2 administracdo dum antagonista HT. Pa T

o
doenca autocimune pode ser sel
em artrite reumatoide, artrite reumatoide Hduvenil, lapus
eritematoso sistémico (LES]

C
Wegener, doenca inflamatéria dos intestinos, pirpura

2. H 2 > 4 3 DTT £ PN = N ot A ATy T
trombocitopénica idiopéatica (PTI), purpura trombocitopénica
trompbdtica (PTTY, trombocitopenia autoimune, esclerose

mialtipla, psoriase, nefreopatia de Igh, polineurcpatias de

IgM, miastenia gravis, vasculite, diabetes mellitus,

0]

sindrome de Raynaud, sindrome de Sjogren

cidc descreve métodos in vitro {como
definido nas reivindicacgdes) para predizer a probabilidade

dum paciente responder a um tratamento com fadrmaco para

farmaco para LES. Além disso, na presente invencdo o
tratamentc com farmaco pode envoelver a administracdo dum

.

antagonista HT, o gual também pode ser um antagonista BLyS
e/ou APRIL.

A presente invencdo refere-se a um método in vitro de

Y

detecdo de nivels séricos de HT aumentados dum individuo,

n

4

que compreende medicdc o© nivel dos niveis de HT numa

0’7

amostra biloldgica de teste do individuo; comparar esse

nivel com © nivel dos niveis de HT numa amostra bioldgica

dum controlo sgaudédvel e determinar se ¢ nivel dos niveis de
e n

HT na amostra bioldgica de teste

- PR ] N " 4 N P P N x A e o 3 PR I P N

comparacdo com o nivel na amostra de controlo; em gue o©
o - iy e A 3 4 3 J - ’ - b Ay Ny oy N . T O
referido aumento de niveis de HT esté associado com LES.

A presente egpecificacédce des

C1
de selecionar um plano de tratamento que é mais =ficaz par

¢t

a
ratar um individuo diagnosticado c¢linicamente com uma

6



EP2231657B1

’D
o
)
93]
-
i
18]
93]
~
bl
o]
o
<
+
~
e}
(e
-
o))

deoenca auvtoimune, que compreende

amostra bioldgica dum individuo diagnosticado clinicamente

com dcenca autolimune para a presenca ou auséncia de niveis
3

séricos de HT elevados, em que a presenca de niveis d

autoimune. Para este métcdo o pla
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iegener, doenca inflamatéria dos intestinos, purpura
trombocitopénica idiopatica (PTI), plUrpura trombocitopénica
tica (PTT), trombocitopenia utoimune, esclerose

o
mtltipla, psoriase, nefropatia de IgA, polineurcpatias de
t abetes  mellitus,

{-te

O

tenia gravis, asculite, d

sindrome de Raynaud, sindrome de Siogren a

{

gilomerulonefrite. Em particular, a doenga azutcimune & LES.
Ainda numa forma de realizacido adicional, a presente
invencdo inclui um wétedo in vitro (como definido nas
reivindicacgdes) para predizer a probabilidade dum paciente
responder a um tratamento com farmaco para LES, gue
compreende determinar ¢ nivel dos niveils de HT numa amostra
do paciente; em gue a presenca de niveis de HT elevados é
creditiva da probabilidade do paciente regponder a um

tratamento com férmaco para LES,.

O
t

ratamento com farmaco pode compreender um

antagonista HT e o referido antagonista HT também pode ser
um antagonista BLyS e/ou AFRIL.

Finalmente, a presente esgpecificacdo dJdescreve um
a ento duma deoenca

oy e
3171
OIS

intagonista BLyYS para utilizacdo no tratamer
r

-~

imune num paciente, em que o referi
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dos niveis sgéricos de HT elevados. O antagonista
Também pode ser um lominio extracelular do

i

o~ /-fn nteinac -~ - NAamd e d, ) e
recetor/ proteinasg d4de Iusald dominlioc = 52

~
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TACI-Ig e BCMA-~Tg. Em particul:

recetor/proteinas de fusdc dominio de Fc pode ser TACI-Ig,
tal como atacicept.

Estes e outros aspetos da invencdo tornar-se-ao

dos detalhes da invencdoc, como mais completamente descritos

BREVE DESCRICAC DOS DESENHOS

A FIGURA 1. é um grafico de dispersio dos niveis de

heterotrimero para uma coorte de pacientes diagnosticados
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niveis médios de heterotrimero.
A FIGURA 3 representa graficamente 08 niveils de
heterotrimero duma segunda coorte de pacientes com LES.
BREVE DESCRICAC DA INVENCAQC
A presente invencdo proporciona um métoedo Iin vifro

7

{comc definido nas reivindicac¢des) para rastrear niveis de

ilidade dum
paciente respgonder a um tratamento com antagonista HT. A
invencdc ¢ Dbaseada na descoberta de que o8 niveis dos

niveis séric

de HT de pacientes autoimmunes sao
estatisticamente elevados. 0s antagonistas HT (que também
codem ser antagonistas BLyS  e/ou  APRIL) neutralizam
seletivamente a producdoe de imuncglobulina autoimune e
outros e outras citocinas destrutivas de ftecido pelas

A P oAyt 3 G ey o~ - 207 Y 3 e o em AT PR ,
células imunes, tails como as células B, dos referidos

pacientes. Esta observacidc permite o desenvolvimento de

T aumentados em qgue estes nivels mais altos estéo
associados com doenca autolimune, tal como LES e também pode

credizer a probabilidade de que um individuco ira responder
com sucesso a métodos de tratamento gue neutralizam a acédo

de células imunoldgicas reativas, tal como célula
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&, antagonistas HT (antagonistas BLyS e/ou APRIL).

Antes da presente 1invencdo ser descrita, deve serx
entendido gue esta invencido ndc estd limitada as formas de

realizacéo particulares descritas, cComo al podem,
t_‘l

oy

naturalmente, variar. Também deve ger entendido que

D
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utilizada no presente documento é para o
propdsito de descrever apenas formas de realizacdo

particulares e ndo pretende ser limitativa, visto gue o

dmbito da presente invencgdo apenas sera limitado pelas
reivindicacdes apensas.
A menos gue seja definido de outroe modo, todos os

termes técniceos e cientificos utilizades no  presente
documento tém o mesmo significado gue o normalmente
entendide por um perito na especialidade a qual esta

invencéo pertence. Embora quaisgquer métodocs e materiails

Deve ser notado gue como utilizado no presente
documento & nas reivindicac¢des apensas, as formas singular

1]

"um/uma”, "e" e "o/a incluem os referentes plural a nio

+ st J4 + ~ 1= AT T R R N ~ 3 v
ser que o contextoe dite claramente o contrarice. Assim, por

exemplo, a referéncia a "um polimorfismo dinclul uma
idade de tails polimorfismos, a referéncia a "uma
mclécula de &cido nucleico” incliuil uma pluralidade de tais

moléculas de acidoe nucleico e a referéncia a "o método™

1 - N o~ .\ 4 i . - . — s
incluil a referéncia a um ou mais métodos, etapas do método
e cquivalaentes do mesmo Coniecldces oS reritos na

croporcionadas unicamente para a sua divulgacgdo antes da
data de depdsito do presente pedido. Nada no presente
documento & para ser interpretado como uma admissdo que a

pregsente invenci&do ndo tem o direito a antedatar tal
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publicacdo em virtude de invencdo anterior. Além disso, as
datas de publicacédoe proporcionadas podem ser diferentes das
datas de publicacdc reais as guais podem necessitar de
confirmacdo independente.

Definicdes

O termo heterotrimero (HT), como utilizado no presente
documentc abrange multimeros de trés subunidades do
ligando, em que cada subunidad o ligando ¢ ou BLyS ou
APRIL e pelo menos uma subunidade & BLy3S & pelo menos uma
subunidade é APRIL. Assim, "HT" inciui aquelas moléculas
gue sdo Z BLyS e um APRIL, bem comoc agquelas que sdo 2 APRIL
e um BLyS.

¢ termo Ypolimorfismo®, como utilizado no presente
documento, refere-se a uma diferenca no nucledtide ou
sequéncia de amincacidos de uma dada regido em comparacéc
com um nucliedtido ou seguéncia de aminoédcidos numa regido
homéloga de ocutro individuo, em particular, uma diferenca
no nucledtido ou seguéncia de amincacidos de uma dada
regido gue difere entre individuos da mesma espécie. Um
polimorfismo €& geralmente definido em relacdo a uma
sequéncia de referéncia. Os polimorfismos incluem
diferencas de nucledtido Gnico, diferencas na seqguéncia de
mais de um nucledtido e insercdes de nucledtido unicos ou
miltiplog, inversdes e delecgdes; bem comoe diferencas de um
amincacido Unico, diferencas na sequéncia de mais de um
amincacide e as inserc¢des de amincédcido Gnico ou multiplo,
inversdes e delecdes.

Cs  termocs “polinucledtido™ e "molécula de Acido
nucleico® s80 utilizados de forma intersubstituivel no
presente documento para referir formas poliméricas de
nucledtidos de gualguer comprimento. 08 polinucledtidos
podem conter desoxirribonucledtides, ribonucledtidos e/ou
o8 seus  anélogos. 0s  nucledtidos podem  ter qualguer
estrutura tridimensional e podem desempenhar gualguer
funcio conhecida ou degconhecida. ¢ termo “polinucledtido™
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inclui moléculas de cadeia simples, de cadeia dupla e
helicoidal tripla. “"Oligonucledtido”™ refere-se geralmente a
rolinucledtidos de entre cerca de 5 e cerca de
nucledtidos de ADN de cadeia simples ou dupla. No
para 03 propdésitos desta divulgacdo ndo héd limite superiox
rara o comprimento dum oligonucledtido. 0Os oligonucledtidos
também sdc conhecidos come oligdmeros cu cligos e podem ser
ados de genes ou sintetizados guimicamente por métodos

. — ¢ .
conheci1dos na técnica.

As geguintes gdo formas de realizacido ndo limitativas
de polinucledtidos: um gene ou fragmento de gene, exdeg,
intrdesg, ARNm, ARNt, ARNr, ribozimas, ADNc, polinucledtidos
recombinantes, polinucledtidos ramificados, plasmideos,

vetores, ADN isolado de gualquer seguéncia, ARN isolado ds
r

qualquer sequéncia, sondas de acido nucleico e iniciado

T Yopen U AP B 3 - Ly - K= = ox 1y I o s - 3. - o 3y v

Uma molécula de &dcido nucleico também pode compreendex
Z, 3 £ ) - R - WIS N N e Be o - .

moléculas de acido nucleicd modificadas, tais Como

moléculas de acido nucleico metilado e anédlogos de molécula

de 4cidoe nucleico. 0s andlogos de purinas e pirimidinas sdo

Q

conhecides na técnica. 0s Acides nucleicos podem ocorrer
naturalmente, por exemplo ADN ou ARN, ou podem ser andlogos
gintéticos, como conhecido na técnica. Tais andlogos podem
ser preferenciais para a utilizacioc como

estabilidade superior sob condicdes de ensaio. Modificacgdes

na estrutura nativa, incluindo alteracdes no esgueleto,

0

aclcares ou bases heterociclicas, tém mostrado aumentar a
=)

estabilidade intracelular e a afinidade de ligacdoc. Entre

foeforoamidites; fosfotriést

res algquilo e boranofosfatos.

(

N S DAY ~ o o O . Yo Ty ey VI (NP 57

Cg derivadoes de fosfate aguiral incluem 37-07-57-¢

fosforotioato, 37 -3~-5~0C~fosforotioato, 37 ~CHZ2=-57 -0~
fonato e 37-NH-5"-0O-fosforamidato. ©Os &cidos nucleicos

peptidicos substituiem todo o esqueleto fosfodiéster ribose

-
-
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com uma ligacdo pegtidicag

As modificacg do acglcar também sid0 utilizadas para
potenciar estabilidade e afinidade. O anémerc o de
desoxirribose pode ser utilizado onde a base é invertida

)
R natural. O 27-0H do acgucar ribose

o - N Ty 4 .~ ~
com respeilto ad anomero

vode ser alterado para formar acltcares 2'-0O-metilo ou 2'-0-

alilo, os guais proporcionam resgigsténcia a degradacdo sem

A modificagéo das bases heterociclicas deve manter o

,1
=
o
QJ
=
®
,.J
iy
&3}
=
=3
a
=5
o)
+
O
O
0]
o
&3]
63]
1
n
j¢3)

deguado. Algumas substitui
ﬂteiS incluem desoxiuridina por desoxitimidina; bS-metil-27-
desoxicitidina e S-bromo-2*'-desoxicitidina jelo)a
desoxicitidina. b-propinil-2'-desoxiuridina e bS-propinil-
2'~desoxicitidina, foram mostradas para aumentaxr a
afinidade e a atividade bioldgica quandcoe substituidas por
desoxitimidina e desoxicitidina, resgpetivamente,
Cs termos “polipeptideo® e "proteina®, utilizados de
forma intersubstitivel no presente documento, referem-se a
uma forma polimérica de aminocdcidos de gualguer
comprimento, gue podem incluilr aminodcidos codificados e
ndo codificados, aminoé&cidos modificados quimicamentse ou

os e polipeptidecs possuindo

u
de fusido, gue incluem, mas ndo limitadas a, prcteinas de
fusdo com uma sequéncia de aminoédcidos heterdloga, fusdes
com sequénciazs lider heterdélogas e heomélogas, com ou sem
residuos de metionina N-terminal; proteinas marcadas

imunologicamente e semelhante.

-
H
{

No gentido mail amplo, como utilizado no presente

n

®

documento, o0s termos "doenca autoimune,” refere-se a uma
doenca em gue o sistema imunitdrio dum paciente estd a
produzir uma resposta imunitiaria indesejada a uma ou mais

das suas prdéprias proteinas. Exemplos representativos de

doencas autoimunes incluem artrite reumatcide, artrite

reumatoide Juvenil, lipus

=y
%]
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.

doenca inflamatdria
ca idiopéatica (BTI,

I'T), trombocitopenia

gravis, vasculite,

gindrome de S70¢

tancialmente isclado"” ou
"igolado™ é um cgue é substancialmente livre das seqguéncias

com as quais egtd associado na natureza. Por

substancialmente livre significa pelo menos 50%,
preferentemente pelo mencs 70%, mais preferentemente pelo
menos 80%, e ainda mais preferentemente pelo wmenos 90%
livre dos materiais com o©8 Jguals estéd associado na

natureza. Como utilizado no presente documento, um
polinucledtido “iscladoe”™ refere-se também a polinucledtidos
recombinantes, 08 quais, em virtude de origaem  ou

manipulacédo: (1} n&8c estdo associados com ¢ todo ou uma

daquele a que estd ligado na natureza cu (3) nido ocorrem na
natureza.
As reacdes de hibridizacio podem ser realizadas sob

idizac s&c amplamente conhecidas

-
,.—!
O
et
~
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>
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=
-
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e publicadas na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook et ail.

e condicgdes relevantes incluem (por
ordem de rigor crescente): temperaturas de incubacio de 25
°c, 327 °C, 50 °C e 68 °C; concentracdes de tampdo de
10X8S8C, 6XS5C, 1XSSC, 0,1X5SC (onde S5C & 0,15 M NaCl e 15
mM  tampdo citrate) e o0s seus eguivalentes que utilizam
outros sistemas tampdo; concentracdes de formamida de 0%,
25%, 50% e 75%; tempos de incubacido de 5 minutos a 24
heoras; 1, 2 cu mais etapas de lavagem: tempos de incubacédo

de lavagem de 1, Z ou 15 minutos e solugdes de lavagem de

O
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6¥3SC, 1¥SS5C, 0,1X53C ou &gua desionizada. Exemplos de
condicgées rigorosas sdo0 hibridizacdco e lavagem a 50
supericr e em 0,1X355C (9 mM de NaCl/0,9 mM de citrato de
sodio)
' €& a temperatura em graus Celsius a gual 50% dum
duplex polinucledtido feitc de hidrogénio de cadeias
complementares iigado erm direcdo antiparalela por

emparelhamento de bases Watson-Crick se dissocla em cadelas

simples sob condigdes da experiéncia. T, pode ser previsto

de acordo com uma foérmula padrido, tal como: onde [X'] & a
concentracdo de catido {normalmente idc de sdbddio, Na'), em
mol/L; (3 G/C) € o ntmero de residucs de G e C como uma

- P T 3 ~ N " 4 - e ey 4 — P . - . C Lty -
percentagem dos  residuos totais no duplex; (5&) 2 a

nucledétidos em cada cadeia do duplex.

As rigorosas para hibridizacido tanto de

7TV T AT /AN P - - ~ 3 U N T I 1 - 7
ADN/ADN e ADN/ARN sdc tal como descrito por Sambrook et al.

Molecular Cloning, A Laboratcry Manual, 2nd Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova

Torgue, 1589, incorpeorado no presente documento por
referéncia. Por exemplo, ver pagina 7.52 de Sambrook et al.

¢ termec "célula  hospedeira” inclui uma célula

ou uma cultura cel que pode ser ou tenha
gido um recetor de gualgquer vetor(es) recombinante{g) ou

descendéncia pode ndo ser necessariamente completamente
idéntica a célula parental original {em morfologia ou no
complemante de ADN  total} devido a mutacidoe natural,

n
acidental cu delikerada e/ou alteracdo. Uma célula

ou Iin vitro com um vetor recombinante ou um polinucledtido
da invencédce. Uma célula hospedeira gue compreende um vetor
recombinante da invencioc & uma Tceélula hospedelira

recombinante”.

-
i
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C termo "liga-se esgpecificamente,” no contexto de
ligacdoe de anticorpo, refere-se a elevada avidez &/ou a
elevada afinidade de ligacéo dum anticorpo a Um

eo

polipeptid

APRIL ou BLyS polimérfico. A ligacdo
epitopo num polipeptideo APRIL  ou
preferentemente mais forte que a ligacé
a qualguer outro epitopo, par

- vy A y " T g b ey e + N Oy ey L
estar regentes em moléaculas em assoclré

liga—-se mais fortemente a um

ifico do que a um epitopoc APRIL

modo que, ajustando as condigdes de

}‘J
,-4
iy
’_n,\
i
n
0]
0
[
&
U‘
]

exclusivamente ao epitopo APRIL ou BLyS
especifico e ndo a gualgquer outro epitopo APRIL ou BLyS. Os

anticorpos que se
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a um polipeptideo
de interesse podem ser capazes de se ligar a outros
s num nivel fracc, mas detetdvel {(pcr exemplo,

£
+

- - = 3 - 3 3 - = AT s - - 7 1 - £
interesse). Tal ligacgdoc fraca, ou ligacdo de fundo, &

20 composto ou polipeptidec de interesse, por exemplc, pela
utilizacédo de controlos apropriadoes. Em geral, o¥S)
anticorpos da invencido que se ligam a um polipeptideo APRIL

T PR s R ; . a7 -
ou BLyS especifico com uma afinidade de ligacdo 10" mole/1

/

mole/1l ou mais sdo referidos

3
W
6]
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b
®
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e
( ®
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pecificamente ao polipeptideo APRIL ou BLyS
egpecifico. Em geral, um anticorpo com uma afinidade de
ligacdo de 10" mole/litros ou menos ndo & Util na medida em
que ndo ird ligar-se a um antigeno num nivel detetével
utilizando a metodologia convencional atualmente utilizada.
como utilizado no

i
presente docum refere-se a um anticorpo cbtido duma

populacdo de anticorpos substancialment

L

e
&, o0s anticorpos individuals que compreendem a populacio

-
(6]
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~ L, 1 S ~ - e oy ey A - s ~ v b I ORI W > ~
540 i1dénticos exceto guanto a pessivels mutacoes gque
ocorrem naturaimente e Jue podem 2star presentes S

quantidades menores.
Os anticorpos monoclenals gdc altamente esgpecificos,

gsendo dirvigidos contra

Além disso,

em contraste com preparaces de anticorpo (policlonal

=

convencionais gue incluem tipicamente diferentes anticcorpos

dirigides contra diferentes determinantes ({epitopos), cada

: - N SRS D : SR e . S s
antico rpoe monociLona.t (] G1lLY1g 1< do contra am UNLCC

determinante no antigeno. Adicicnalmente & sua

especificidade, os anticorpces monoclionais sdo vantaicsos na

medida em que sd0 sintetizados pela cultura de hibridoma,
%‘

ndo contaminada por outras imunoglobulinas. O "monocliconal®

modificador indica ¢ carater do anticorpo como sendo obtido
de uma populacido substancialmente homogénez de anticorpos e
ndo & para ser interpretado como requerendo a producidoc do

{A
anticorpo por gualguer métodce particular. Por exemplo, os
o

rpos monoclcocnais a serem utilizadeos de acordo com a

mente por Kohler et al, Nature,

-
-

hibridoma descrito inicia
256: 495 (1975), ou podem ser produzidoes poer métodos de ADN
raecombinante (ver, por exemplo, Patente U.3. N.° 4 816
5¢7). Os "anticorpos monoclonais®™ também podem ser isolados
de Dbibliotecas de anticorpos de fagos utilizando as
icas descritas em Clackson et al., Nature, 352: 624-602:¢

1
(1991) e Marks et al., J. Mol.Biol., 222: 581-53%7 (1951},

Os anticorpos monoclonal no presente documento incluem
especificamente anticorpes Mguiméricos" {(imunoglcbulinas)
nos quais uma porcdo da cadeia pesada e/ou leve é idéntica
ou homéloga a seguéncias correspondentes em anticorpos
derivados de uma espécie determinada ou pertencentes a uma

clasge ou subclasse de anticorpo particular, enguanto o

restante da cadeia(s) & idénticc ou homdlogo a sequéncias
correspondentes em icorpos derivados de outras espécies
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ou pertencentes a outra classe ou subclasse de anticorpos,
bem como fragmentos de tals anticorpos, desde gque exi
atividade bicldgica desejada (Patente U.S. N.° 4 816 567;
Morrison et al., Frcc. Natl. Acad. Sci. EUA, 81: £851-6855

(19284)). Métodos de

exemplo, murino) sdo imunoglcobulinas quiméricas, cadeias de

imunoglobulina ou fragmentos das mesmas {tais como Fv, Fab,

Para a maior parte, os anticorpos humanizados sgdo
imuncglobulinas humanas {anticorpo recetor) nos quais
residucos de uma regido determinante de complementaridade

- . ~ s . e -
(CDR) do recetor sdo substituidos por residuocs de uma CDR

ratinho, ratazana ou coelho que possuem z especificidade,
afinidade e capacidade desejadas. Nalguns casocs, residuos
da regido estrutural (FR} de Fv da imunoglobulina humana

sdo substituidos por residuos nédc humanos correspondentes.

Além disso, anticorpes  humanizados podem compresnder
residuos que ndoc sioc encontrados nem no anticorpoe recetor

nem na CDR ou nag sequéncias estruturails importadas. Estas
modificagdes sdc feitas para refinar e maximizar mais ©

1 . 3

desempenho do anticorpo. Em ge_al, ¢ anticorpe humanizado

compreenderd substancialmente a totalidade de pelo menos um

i3 ey ey e b T e T s 4 N R IR, D
e tipicamente doils, dominics varidveis, nes quais todas ou

.

substancialmente todas as loops hipervaridveils correspondem
25 de uma imunoglichbuiina nao humana e todas ou
substancialmente todas as regides FR sd8o as de uma
sequéncia de imunoglobulina humana, embora as regides FR

ossam incluir uma ou mais substituigdes de amincacidos que
melhoram a afinidade de ligacédo. O ntmer destas

stituigdes de aminocédcido na FR sdo tipicamente ndo mais

-
~
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do gque © na cadeia H e na cadeia
anticorpo humanizadoe otimamente compreenderd também pelo
menos uma  porcao de uma regiio constante {Fc) de
imunoglobulina, tipicamente a de uma imunoglobulina humana.
Jones et al., Nature, 321: 522-525
., Nature, 332: 323-329 (1988) =

Struct. Biol., 2: 593-5% (1%%2). ¢C

inclul um anticorpo PRIMATIZADO em que
a regifo de ligacdo ao antigeno do anticorpo € derivada dum
1

1zido por, por exemplo, imunizacdo de macacos

utilizando vérias técnicas conhecidas na :smecialidad:,
incluindo bibliotecas de apresentacdo de fagos. Hoogenboom
1 (1

a
19¢1); Marks et al. , J.

[
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e Winter,

Mol. Bicl., 222: 581 (19%1). As técnicas de Cole et al. =2
Bocerner et al. também estio disponivels para a preparacdo

de anticorpos monoclonais humanos. Cole et al., M
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pagna 77
{1985} Roerner et al., J. Immunci., 147{(i): 86-95 {(1991}).

"Fragmentcos funcionais™ dos anticorpos de ligacédo da

invenci&o s&o aqueles fragmentos que retém

—
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W
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AFF-R ou BCMA com substancialmente a mesma afinidade

que a molécula de cadeia completa intacta a partir da qual
o derivados e podem ger capazes de esgotar as células B

nforme medido in vitro ou em ensaiocs in vivo tais como oS
descritos no presente documento.

¢ anticorpce "funcdsesz efetoras® refere-se aquelas
atividades bioldégicas atribuiveis a regido Fc (uma regido
Fc de seguéncia nativa ou regido Fo variante de sequéncia
de aminocécidosg) de um anticorpoe & variam com o isotipo de

nticorpoe. Exempics de funcdes efetoras de anticorpo

incluems ligacéo Clq e cltotoxicidade dependente do
complemento; ligacé ao recetor de Fc; cltotoxicidade

-
o]
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Ny

mediada por c¢élula dependente de anticorpo {(ADCC) ;
fagocitose; regulacido negativa de recetores de superficie

das célulilas (por exemplo, recetor de célula B) e ativacio

"Citotoxicidade wmediada por células dependente de

anticorpo” ou TAapCCH refere-se a uma forma e
citotoxicidade na gual Ig segregada ligada a recetores Fc

(9}
i
-
o
-

{FcRe) presentes aem certa

b(f

iiller {NK}, neutrd:

~a

exemnplo, células Natura

1

~ Ty f ~ oy o T A = R o el o~ f;lnl’_ a ofot o o~ i—- t“
macxy 24Qg0&8) permlite Jue esltas Celulds ela2uoras CitOoUd

X
se liguem especificamente z uma célula alvo que transporta

zicas "arma" dos anticorpos e

lutamente necesséarias para tal matanca. As células

6]
7 l—‘

para mediar ADCC, célul VK, expressam apenas
%

a
pressam FcyRI, FcecyRII e

9]
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Fcy?lil, engquantc ©s

n
~t
O

cyRIII. A expressdo de FcR em células hematopoiéticas es

sumida no Quadrce 3 na pagina 464 de Ravetch e Kinet, Ann.

.
.
~

e
Rev, Immunol 39: 457-82 (1991}. Para avalilar a atividade de

N - L7 A RPN (g ~ - ~ oy - -
ADCC de uma olécula de inte:x se, pvode ser realizado um
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ensaio de ADCC in vitro, ta

N.® 5 500 362 ou 5 821 337. As células efetoras Uteis para

molécula de nteresse pode ser avaliada 1in vivo, or
exemplo, num modelo animal tal como o divulgado em Clynes
1 652-656 (1998).

"Citotoxicidade pendente do complemento” ou "CDC®

0O
ul
.
<~

et al. PNAS (EUA)

refere~-zse a lise de uma célula alvo na presenca de
complemento. A ativacdo da via cléssica do complemento é
iniciada pela ligacdo do primeiro componente do sistema do
omplemento (Clg) a anticorpes (da subclasse apropriada) os
quais estdoe ligados ac seu antigenc cognatce. Para avaliar a

ativacdo do complemento pode ser realizado um ensaio de CDC

-
¢
ol
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tal como descrito, por exemplo, em Gazzano- Santoro et al.,
T RSN | | P S| N2 1A 3
J. Immunocl. Methods 202: 1632 (1996).

Um anticorpe "isclade™ é um que foil identificadc e

separado e/ou rvecuperado duma componente do sgeu ambiente
natural. 08 componentes contaminantes do gseu ambiente
natural sd&c materiais que Iinterfeririam com utilizacdes de

diagnéstico ou terapéutica para © anticorpoe e podem incliuir

enzimas, hormonas e outros solutos proteindcecs ou nio

proteindceocs. Em formas de realizacgido preferidas, o)
anti COorpo 8¢ rAd purificadoe (1) até mais de 95% por vesco de
ANT1IC o serXa puUrx Caco }ooate Mals e Yo% por paesd S

anticorpo tal como determinado pelo método de Lowry € muito

preferivelmente em mais do gue 99% por peso, (Z2) até um

terminal ou seguéncia de amincacidos interna utilizando um

SN o ™ 7 o ~ . 3 - D me s A s oy ey i~ X N R e e
por SDS-PAGE sob condicgdes vrvedutoras ou ndo redutorac

utilizando azul de Coomassie

de c¢élulas recombinantes uma vez gue pel
componente do ambiente natural do anticorpo nédc estara
presente. Habitualmente, contudo, o anticorpo isclado seré
preparado por pelo mencs uma etapa de purificacdo.

Cs termos "anticorpo marcado detetavelmente” referem-
ge a um anticorpo (ou fragmentce de anticorpo dgque retém

especificidade de ligacidc para um polipeptidec ou epitopc

detetavel é normalmente fixado por coniugagdo guimica, mas
guando © marcador é um polipeptides, pode ser fizado

alternativamente por técnicas de engenharia genética. Os

. - AN - - 4 ~ - Nt N 4 A ~ g o ~ 2%
métodos para producdco de proteinas marcadas detetdveis séo

[N PR — . A 2 - N PRI, I A e Lr N 4 e e
bem conhecidos na técnica. 0s marcadores detetivels podem

ger gelecionados a ypartir de uma variedade de @ tais

marcadores conhecidos na técnica, i1incluinde, mas nac se

¢}

limitando a, radiocisdbdtopos, fluordforoes, marcadores

20
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paramagnéticos, enzimas {(por exemplo, peroxidase de vaiz-
forte) ou outras fracdes ou composStos gue ou emitem um
sinal detetavel (pox exemplo, radicatividade,
fluoregcéncia, cory) ou emitem um sinal detetidvel apds a
exposicdo do marcador ac seu substrato. Varics pares
detetavelis marcador/substratc (por
raiz-forte silvestre/diaminobenzidinag,

avidina/estreptavidina, luciferase/luciferina)), os métodos
né L 1d

rara marcacdo de anticorpos e todos para utilizacdo de
anticorpos marcados sdo bem conhecidos na técnica (ver, poxr

exemplo, Harlow e Lane, edicles. {(Antibodies: A Laboratory
Manual (1988) Cold Spring Harbor Laboratory Press Cold
Spring Harbor, Nova Iorgue)).

Uma "amostra bioldgica" abrange uma variedads de tipos
de amostra obtidos dum individuc e pode ser utilizada num
ensaio de di agnostico ou monitorizacdo. A definicido abrange
gsangue e outras amostras liguidas de origem pio
amostras de tecido sdlido, T
turas de tecidos ou
progénie das mesmas. A definicdo

foram manipuladas de alguma

£

como or tratamento com
nriquecimento de certos componentes, tais COomo

T A Pl

polinucledtidos. O termo Tamostra bioldgica™ abrange uma
amostra clinica e inclui também cultura celular,
scbrenadantes celulares, lisados celulares, soro, plasma,

fluido biolégico e amostras de tecido.

Como utilizado no presente documento, 08 termos

"tratamente®, "tratar™ e semelhantes, referem-se a obtencdc
P . i’ o . Aoz : 3 :
dum efeito farmacoldgic e/ou fisiclégico desejado. O

efeito pode ser profilatico am  termos de prevenir

completamente ou parcialmente uma doenca ou sgintoma da

—~
jo”

mesma e/ou pode ser terapdutico em termos de uma cura
parcial ou completa para uma doenca e/ou efeitc adverso

atribuivel & doenca. "Tratamento®™, c<omo utilizado no

21
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presente documento, cobre qualguer tratamento duma doenga
num mamiferco, particularmente num sSer humanc e inclui: {&)

prevenir a doencga de ocorrer num sujeito gue possa estar

predisposto a doenca mas ainda ndo foil diagnosticado como a

tendo; (B) inibir a doenca, isto &, parar © seu
desenvolvimento e (¢) aliviar a doenca, 1sto &, provocar a

regressdc da doenca.

®
&

Os "FArmacos imunossupressores” sdo quaisguer

0
-
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=
fein
—
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, . C
~om O silstema imunitario

a sua resposta a antigencs estranhos ou prdoéprios. A
ciclofosfamida (CYC) e o micofenolato de mofetil {(MME) sio
dois esses tipos de meléculas. Este termo pretende
abranger qualguer farmaco ou molécula uvtil como um agente

teracéutico na regulacgdo para baixo do sistema imunitario,

covalentemente entre si, em que cada uma das porgdes € um
prolipeptideo que tem  uma propriedade liferente. A
propriedade pode ser uma propriedade bioldgica, al como
atividade in wvitro ou in vivo. A propriedade também pode
ser uma propriedadse quimica ou fisica simples, tal como a
ligacdo a uma molécula alvo, catédlise duma reacdo, =tc. As

igadas diretamente por uma unica
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ligante peptidico gue

\
8
-

contém um ou mals residuos de amincacido. Geralmente, as
duzs porgdes e o ligante estaric em quadro de leitura umas
com as outras.

T Ty - oy ~ iy o - E— e ar \ T A T - T 8 U o
Um “conijugado™ refere-se a gualguer molécula hibrida,

o)
ndo proteicas. 0s conjugados podem ser sintetizados por uma

3 y 2o P - A 2 s o 23 SN
variedade de técnicas conhecidas na técnica lﬂk)ll}.ludﬂ, rox

@xemplo, técnicas de  ADN sintese em fase

22
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escolha da sintese dependerd da

gerada., Por exemplco, uma molécula hibrida n&o inteiramente
"proteina

”OTb]H&CéO de técnicas recombinantes e técnicas de fase de

"Proteina de fusdc Fc¢'" designa moléculas do tipoe anticorpo
gue combinam a especificidade de ligacdo duma proteina
heterdloga com as fungdes efetoras dos dominios constantes

de imuncglcobulina. Estruturalmente, as proteinas de fusdoc
de Fc mpreendem uma fusdoc de uma sequéncia de amincacidos

com a especificidade de ligacdoc deselada que é outra que

= o~ P~ . o e am A B oy - o~ - 3 - T4 P X - 314
ndoe o reconhecimento do antigeno e o local de ligacdo dum
3 - 4 4 o A A Nyt AT A - - ooy A e o ;
anticorpo (isto &, & Theterdlcogo®™) e uma sequéncia de

dominio constante de imunoglobulina. A molécula de Proteina
de fusdo Fc inclui tipicamente uma seguéncia de aminodcidos

contigua gue compreende pelo menog o local de ligaca

recetor ou um ligando. A sequéncia de dominio const

a
imunoglobulina na Proteina de fusdo Fo pode ser obtida de
1

IgM. Por exemplo, proteinas de fusidc de Fo Gteis de
com esta invencdo sio po!
porgdes de ligacdo dum recetor BLyS, sem as sequéncias
transmembranar ou citoplasmédticas do recetor BLyS. Numa

forma de realizacdo, © dominio extracelular de BAFF-R, TACI

ou BCMA fundido com um dominio constante de uma seqguéncia

Os termos "individuo, ® "sujeito,” e "raciente,
utilizados de forma intersubstituivel no presente
documento referem-se a um mamifero inc
limitado a, murinos, simios, seres humanos, animais de

quinta mamiferos, animais de desportoe mamifero e animais de
1A

23
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classificado como um mamifero, incluindo seres humanos,
animais domesticos e de quinta e animais do zooldgico, de

desportcs ou de estimacde, tais como cdes, cavalos, gatos,

vacas, ., o mamiferc no presente

documento

APRIL e BLyS)

proporciona a detecdo de

da medicdo separada de
polipeptidecs APRIL e BLyS. O termo “polipeptideo APRILY
abrange uma sequéncia de amincacidos codificada por um
guadro de leitura aberta (CRF) dum polinucledtido de APRIL
conhecido {tal como os disponiveis publicamente, Namero de
Acesso GenBank: AF(46888), incluindo o poliveptideo nativo
de comprimento completo e fragmentos do mesmo,

cularmente os fragmentos biologicamente ativos e/ou

O
o))
[
ot
p

fragmentos corregpondentes a dominios funcionais, por
exemplo, uma regldo ou dominio que tem atividade bioldgica,
iy 7 ) 2 b

etc., fragmentcocs antigenos dos mesmos e que incluem fus

Q.
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das mesmas. As sequénceias de aminocécidos dos polipeptideos

-

APRIL foram divulgadas. (Ver, gor exemplo, Hahne et al., J.
Exp. Med. 188: 1185-90, 1998). (Os polipeptideos APRIL podem
ser isclados duma variedade de fontes, tal como de tipoes de

ecido de ser humano ou doutra fonte ou ”lepaYdduS por

complementos: N.° de Acesso NM §$52945 {(ARNm BLyS humanc} ou
as suas wvariantes humanas N.°%s de Acesso 003808, 172087,

172088 ou N.° de Acesso 033622 (mARN BLyS de ratinho)}, gue
Y
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fragmentos do mnesmoe, particularmente 08 fragmentos
1 3 - —~ ! e o . N T - Iy 4
picioglicamente ativos e€/0u fr agmentos <corresponcentes a

dominios funcionais, por exemplo, uma regidoc ou dominio gue
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- = - i ~ 7R = (g 3 z 3 - — -
meswmos & gue incluem fusdes de polipeptidecs do sujeito a
. NP AR, 3 PR Jae  mecms o N N R 3,
cutras proteinasg ou partes das mesmas. Az sequéncias de
£ 2 3 i 4 ™ S C - b 3 T <
aminocacidos dos polipeptidecs BLyS foram divuligadas. {(Ver,

ieos BLyS podem ser isolados duma variedade de
fontes, tal como de tipos de tecido de ser humano ou doutra
fonte cu vreparados ©vor métodos recombinantes e/ou
sintéticos. Um polimorfismo num polipeptideo BLyS &
geralmente definido relativamente a uma sequéncia de
referéncia.

Comc utilizado no presente documento, "poliptptiaeo

APRIL polimdrficoY refere-gse a uma seguéncia

de um polipeptideo recombinante ou n&o recombinante que tem
uma sequéncia de aminocédcidos de iy um polipeptidec APRIL

polimorfico, 1ii) analogos de polipeptideos dum

polipeptideo APRIL polimérfico, 1v) variantes dum

o)
imunclogicamente ativo dum polipeptideoc APRIL polimdrfico e
vi) proteinas de fusdo gue compreendem um polipeptideo
APRIL polimdrfico. 0s polipeptideos APRIL polimbdrficos da
ser obtidos a partir duma amcstra biclégica
gualguer fonte quer seja natural, sintética,

ou recombinante.

I T . o~ N v e R N
tilizado no presente documento, polipeptidec

')

BLyS polimérfico”™ refere-se a uma seguéncia de amincacid

0
140 recombinante que tem

3

de um polipeptideo recombinante ou

uma sequéncia de aminodcidos de 1) um polipeptidec BLyS

colimédrfico nativo, 1i) um fragmento dum polipeptideo BLyYS

—t

peolimérfico, iidi andlicgos de rolipeptidecs dum

polipeptideo BLy polimérfice, iv) variantes dum
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polipeptideo BLvS polimdrfico; V) um fragmento
imunolcogicamente ativo dum polipeptideo BLyS polimdrfico e

vi) proteinas de fusido gue compreendem um polipep

put
[
Q.
o
o
vs]
=
~G
U

T4~ 4 AYImATEL = = 5 N erer-Te
polimérfico. Os polipeptideos BLyS polimdrficos da invencdo
- - P SR | \ - . s - 2 T4 R - .

podem ser obtidos a s amostra bioldgica ou a

cartir de qgualguer fonte geja natural

,_u
0
b

semissintética ou recombinante.

O

termo "polipeptideo BLyS" ou "polipeptideo APRIL"

abrange um polipeptidec gue compreende pelo menocs cerca de

L

~ 1~
Lo

\J)"
}._a
Q.
@)
n
~

5 aminoacidos, pelo menos cerca de 0 aminoa
mencs cerca de 15 amincécidos, pelo mencs cerca de 25
amincacidos, pelc menos cerca de 50 aminocécidos, pelo menc
cerca de 75 amincacidos, relo menocs cerxca de 100

aminoacidos, pelo mencs cerca de 200 amincacidos, pelo

APRIL ou BLyS polimérfico. Em certas formas de realizacédo,

um polipeptidec APRIL ou BLyS polimérfico exibe atividade

bioldégica, por exemplo, o polipeptideo causa proliferacio
de células B e producdo de imunoglobulina num ensaio in

vitro. Outros ensaios para a atividade bioldgica de APRIL

ou BLy

w

sdo conhecidos na técnica e podem ser utilizados

jon

para determinar se um polipeptideoc APRIL ou  BLyS

polimériico exibe ativida bioldgica e, se deseiado, a

quantidade de atividade biolégica de APRIL ou RLyS. Os

1 1A o i TT., M~17 RT O X ~3 R Py -
ensalos pioidgicos de APRIL ou BLyS sSd8c Cescritos em varlias
N9 Py ~ - 7 N N s ] 11N T
publicacdes, por exemplo, Moore et al., supra.
Os polipeptideos AFRIL podem ser obtidos por gualguer

método conhecido ou por uma combinacdo de tais métoedos, gue

l_!
o)
2
}_.J
=
D
=
O
k\w
O

isolamento a partir de fontes naturais, produc
por sintese qgquimica e producdo por técnicas recombinantes
padrio. 0s polipeptideocs APRIL podem ser isolados a partiyr
de uma "fonte bicldgica, utilizandce cromatogr
afinidade, por exemplo, utilizando anticorpos especificos

para um polipeptidec APRIL imobilizados num suporte sdlido.

26
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-

Os polipeptidecs podem ser expressos em procariotas ou

ucarictas de acordo com maneiras convencionais, dependendo

o
{
I

do preopésito para a expressdo. Para uma producdo em larga

um organismo unicelular, ta

3 e cerevi

combinacdo com vetores de  hbaculovirus ou c¢élulas dum

organismo superior tal como vertebrados, particularmente

3

mamiferos, por exemplo, células COS 7, célula:

I

células

E\.\J
n
@
T
O

HEK223 e afing, podem  ser utilizadas como célula
hospedeiras de expressidco. Nalgumas situacdes, é desejavel

expressar ¢ gene em células eucariotas onde a proteina iré

- 3 e T +$- 4 3 P J - e N e - -
translacionais. O polipeptideo pode entdoc ser isolado a

cartir do sobrenadante de cultura celular ou de lisados

celulares utilizando métodos de cromatografiz de afinidade
a partir de métodos de cromatografia de exclusido de permuta
anidénica/tamanho, tal como acima descrito.

h
Com az disponibilidade da proteina ou dos fragmentos da
mesma em grandes guantidades, empregando um hospedeiro de

expressdo, a proteina pode ser iscolada e purificada de

u
-]
o
[
]
el
O
o
o

acordo com maneiras convencio ser preparadc um

N

lisado do hospedeirco de expressdo e o lisado purificado

-

5
-
3
‘;J_.
T
o

PL.C, cromatografia de exclusdo, eletroforese em
gel, cromatografia de afinidade ou outra técnica de
purificacdo. As proteinas isoladas podem ser util

para produzir anticorpos, que sd0, por sua vez, utilizados
para detetar a presenc da referida proteina utilizando

gistemas de ensailo padrdo, por exemplo, ELISA cou anédlise de
..... st as Ge engalo pa C, PCOX exemplo, LhLLlca OU aAnlallise Aae

Preparacido de Pclipeptideos APRIL e BLyS

Adicionalmente a pluralidade de utilizacdes descritas

com grande detalhe nas secgdes seguintes, as composicdes de
o nucleico APRIL gdo wutilizadas na preparagao da

totalidade ou duma porcdc de polipeptidecs APRIL, cono

descrite acima. 0s polinucledtidos (incluindo ADNc ou o©
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gene de comprimento completo) sdo utilizados para expressar
um produto de gene parcial ou completo. As construcdes gue
compreendem os polinucledtidos sujeltos podem ser geradas
sinteticamente., Alternativamente, a montagem duma etapa

Unica dum gene e de todo o plasmideo a partiz

o . W PRI ER - 2 5
numeros e O0L1g0odesoXxlrrioonucie dtidos é desc

exemplo, Stemmer et al., Gene {(Amsterdio)

53. Neste método ¢ descrita a montagem

seguéncias de ADN longas a partir de um
oligodesoxirribonucliedtidos (oligos)). O
misturar ADN (Stemmer, Nature (1994) 37|

igase de ADN, mas em vez dissc depende de

I
N

polimerase de ADN para construlr fragmentos de ADN cada v
mais longos durante o processo de montagem. Construcgdes

utilizando

' 2 iy e J TN . - i PP - P o e s 4 A PR
técnicas de ADN recombinante padrio como descrito em, por

exemgplo, Sambrock et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd Ed., (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, Nova Iorgue e
descritos no  Departamento de HHS dos Estadeos Unidos,
National Institute of Health (NIH} Guidelines for
Recombinant DNA Research.

Em particular pode ser necessiario proporcionary melos

de engenharia de trimerizagdo da proteina APRIL ou da

|_L1

proteina BLyS a fim de ser capaz de produzir guantidades

i_.l
@]
}.J
0]
o}
ct
®
(0]
Q.
®
3

>roteina ativa para produzir  anticorpos
eficazes. Exemplos de trimerizacgdo de polipeptideos t
como a seguéncia ZymoZipper sdo divulgados no Pedido de
Patente U.3. Série N.° 11/530 672 e as referéncias nele
discutidas. Este tipo de polipeptideocs de trimerizacéo

também sac
As  moléculas polinucledtido gque compreendem  uma

sequéncia colinucledtida propcrcicnada no presente
o

cumento sic propagadas colocande a mol

28
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Sdc wutilizados vetores virailis e ndo virais, incluindo
plasmideos. A escolha do plasmideo dependerd do tipe de
célula na gqual se deseja a propagacidc © o propdsito da

propagacdo. Certos wvetores s8c nutels para amplificar e

produzir grandes quantidades da sequéncia de ADN desejada.
Outros vetores sdo adequados para a expressido em

outrog vetores sé&o adequados para a

inteiros. A escolha do vetor apropriado estd bem dentro da
2~ 3 4 Ao - oo - -
pericia da egpecialidade. Muitos desses vetores estdo

digponiveis comercialmente. O polinuciedtido de comprimento

Il ou completo é inserido num vetor tipicamente por
meio de fixacdo de ligase de ADN a um local de enzima de
restricdo clivado no vetor. Alternativamente, a sequéncia

de nucledtide desejada pode ser inserida por recombinagdoc

homdéloga in vivo. Tipicamente, isto € conseguido pela
fixacdo de regides de homologia com o vetor nos flancos da

sequéncia de nucledétidoe desejada. As regides de homologia

cdo adiciconadas por ligacgdo de oligonucledtides ou poz
reacdo em cadela de polimerase utilirzando iniciadores que

compreendem tanto a regido de homologia como uma porgdo da
sequéncia de nucledtido desejada, por sexemplo.

Para a expressdo, pode ser empregue uma cassete ou
gistema de expressdo. © produto do gene codificado por um

-

tido da invencédo € expresso em qualgquer sistema

¥,

o}
de expressdo conveniente, incluindo, por exemplo,
o

bacteriano, levedura, inseto, gistemas de anfibios e de

. 4 - e N\ P N e s s e AT 7 - 3 g 3 - N
mamiferos. 0Os vetores e as células hospedeiras adeguados
o~ - o~ T e 4 T &) [} oy = 17 T -
sdo descritos na Patente U.S. N. 5 654 173. No wvetor de

expressdo, um polinucledtido que codifica um polipeptideo
APRIL estd ligado a uma sequéncia reguladora apropric

para se obter as propriedades de expressic desejadas. Estes
codem incluir promotores (fixados quer a extremidade 57 da
cadeia de gentido ou 2 extremidade 37 da cadeia de anti-

sentido), potenciadores, terminadores, operadores,

29



EP2231657B1

NS e R 2N T N2 LR e oAy YO YT Y e R AT e @ vy ey o e N e mladna
repressores e indutores romotores odem ser nlados
repressores & 1indutores. Os promotores podem s¢ regulados
ou constitutivos. Em algumas situacles pode ser desejavel
utilizar condicionalmente promotores ativos, tais como
o PR ) T W . 4 N e £ N A
promotores especificos de tecido ou especifico de
P - T R - TTF e bm oy oo 4 I T4 — ~ p y . PR R AN S,
degsenvolvimente. Estes estido ligados a sequéncia nucledtid
A, S Ao e 4 ~ P 3y - .
desejada utilizando as técnicas descritas acima para

ligagdoe & vetor Quaisquer técnicas conhecidas na

QL

especialidac

<

vetor de expressdo ira proporcionar uma

da transcricional e translacional, que pode ser indutivel
ou constitutiva, em gque a regido de codificacgdc estéd ligada

operacionalmente sob o contro

- - 2 - o4 1 ol - P 4% - + - =
1nliciagao Lranscricional e uina reglLad ae terminagdao
- -~ -~ pe 3 ~ -~ 3 ol o RS J 3 -
trangcricional e translacional. Estas regides de controlo

Q
-3
D
Q
O]
3
T
+
Q
c

ire]
O
@]
3
(0]
®
K

Oz  vetores de expressido tém geralmente locais de

estricdo convenientes localizados perto da sequéncia do
promotor para proporcionar a insercdo de sequéncias de
dcido nucleico que codificam proteinas heterdlogas. Pode

estar presente um cperative marvcador sgeleciondvel no

s
spedeiro de expressdo. 0s vetores de exXpressac posem ser

adicional, isto &, aumento da sintese de proteinas, de

egtabilidade, de reatividade com antissoros definidces, um

compreendendo uma regidc de iniciagao de transcricdo, o
gene ou o fragmento do mesmo e uma regido de terminacdo

transcricional. De particular interesse & a utilizacido de

sequénclias que permitem a expressdo de epitopos ou dominios
funcionais, normalmente pelo menos cerca de 8 amincacidos

de comprimentc, mais normalmente pelc mencs cerca de 15

1 4 3 J 4 - N e o NN PR AT A T A <~ ~ - - A
aminocdcidos de comprimento a cerca de 25 amincécidos e até

30
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- . JENPS N 3 S e s e 1 4 - o 3 e A -
ao completo quadro de leitura aberta do gene. 2pds a

)

N e v Toa FE A - NDRTT | 4 . 1 N oo
Os polipeptideoss APRITL podem ser eXpressos em

procariotas ou sucariotas de acordo com  maneiras
@

convencionais, dependendo do propdsito para

o))
0]
T

[}
[0
[¥5)
w
o
@]

S R T . S w ~7 4 r P AR et T e
unicelular, tal como K. coli, B. subtilis, 5. cerevisiae,

células de inseto em combinacdo com vetores de baculovirus

ou células dum organismo superior tal como vertebrados,
particularmente mamiferos, por exemplo, c¢élulag CO0S 7,

HEKZ293, CHO, Xenopus Oocytes, etc., podem ser utilizadas
como células hospedeiras de expressdo. Nalgumas situacdes,

z ] 2Ly - N T O Y ey - N <, - 3 A B e Y DEeTT
& desejavel expressar uma molécula de acido nucleico APRIL

polimédrfica em células eucarictas conde a proteina APRIL
b

. o e e e ~ ~ Py P e 5% ot Lot ~ 3 - - - e N
’)s  sistemas de expressdo especificos de interesse

Bactérias. 0Os sistemas de expressido em bactérias incluem
Goeddel =t al., Nature (1979) 281:544; Goeddel et al.
(1980) 8:4057; documento EP § 036 776;

e e e T T [l ] A ™ T2 P TS s o T e 1
Patente U.S. N.° 4 551 433: DeBoer et al., Proc. Natl.
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Generic Engineering (1886 8:277-279 ¢ Maeda et al.,
Nature {1985y 315:592-594.

2
Células de Mamiferc. A expreszsdo de mamifero é&

realizada como descrito em Dijkema et al., EMBO J. (L

. B , -
N.° 4 399 216. Qutras carateristicas de expressido de
amifero sdo facilitadas como descrito em Ham e

M 4 - {1 OG7 T o ~ - -1 T -

Meth. Enz. (1979) 58:44, Barnes e Sato, Anal. Biochem.

4 927 762, 4 560 655, documento WO 90/103430, documento WO

87/00195 e Patente U.S. N.° RE 320 985

Quando qualguer uma das células hospedeiras acima ou
outras células hospedeiras ou organismeos apropriados séo
izados para replicar e/ou expressar polinucledtidos ou

Adcidos nucleicos descritos no presente documento, o Acido

nucleico replicado resulitante, ARN, proteina ou
polipeptidec expresso, ¢€é descrito no resente documento
como um produto da célula hospedeira ou do organismo. O
produte & recuperado por  gualsgquer meilos apropriados

conhecidos na técnica.
Uma vez que o gene correspondente a um polinucledétido
gselecionade ¢é identificado, a sua expressido pode ser

regulada na célula da gual o gene € nativo. Por exemplo, um

gene enddégence de uma ceélula pode ser reguladce por uma

sequéncia reguladora exdgena inserida no genoma da célula
na posicado guficiente para, pelo menos, melhorar a

expressédc do gene na célula. A sequéncia reguladora pode

ser concebida para se integrar no genoma através da

recombinacido homdloga, como divulgado na P
N.%s. 11 670 e 5 733 761, ou pode ser concebida para se
inte O

no genoma por recombinacidc ndce homdloga, com
descrito no documentce WO 939/15650. Comc tal, também &

9
descrite no presente documento a producdo de proteinas
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APRTL, sem manipulacdo do proprio acido nucleico

integracdo de uma

s}
-
®
r
v
[oH
Q
o

S -3 - E P> P R P
codificado, mas em ver disso, através

incluil um

[$IN

sequéncia reguladora no genoma de célula que

[

gene gue codifica a proteina dese

documentos de patentes acima incorporados.

t
particularmente anticorpos lsgsolados, gue sio esgpecificos
para polipeptideos APRIL e BLy3. 0s anticorpoes s&o Gteils
numa variedade de ensaios de diagnéstico, como descrito
abaixo com mais detalhes. Por exemplo, 0s anticorpos podem

ser utilizados para detetar &/ou medir os niveis de HT numa

a producio de anticorpos, onde fragmentos curtos
- K - L3y e N o L oy T e g e 4
croporciconam anticorgpos especificos gpara o polipeptideo

ular e fragmentos maiores ou a proteina inteira

c
permitem a producdoe de anticorpos sobre a superficie do
¥ I ¢

tipo selvagem ou formas wvariantes. 0s anticorpos podem sex
criados para peéptidos isolados correspondentes a 25

dominios ou para a proteina nativa. Cs anticorpos podem ser
para polipeptideos e/ou fragmentos peptidicos de

guer espécie de mamiferc. Como um exemplc ndo

Gs  polipeptideos APRIL e BLyS gédo Uteis para a

producdo de anticorpos, onde fragmentos curtosg proporcionam
or

rpos especificos para o polipeptideo particular e

[*¥]
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cadelas pesada e leve pode ser isolado e mutagenizados por
clonagem em £. coli e as cadeiras pesada £ leve misturadas

para melhorar ainda mails a afinidade do anticorpo.

Alternativas a imunizacdc in vivo como um método de criacéo
de anticorpos incluem 1iqagéo a bibliotecas de apresentacio

com a maturacdoe de
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indirets através duma molécula de
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ligacdce) a um suporte sd6lido para utilizacdo num enzaio de
diagndéstico para determinar e/cu medir a presenca de HT
numa amostra bioldgica. A fixacido é geralmente covalente,
embora ndo necessite de ser. 0s suportes sdélidos incluem,
imitadoes a, contas {(por exemplo, esferas ds
poliestireno, esferas magnéticas e outras semelhantes);

superficies pléasticas (por exemplo, placas

[
3
)
{
joR)
i
=

wlti-pogos de
coliestirenc ou policarbonato tipicamente utilizadas num
ELTISA ou radicimuncensaio (RIA) e semelhantes); folhas, por
exemplo, nylon, nitroceluleose e semelhantes; e lascas, por
exemplo, lascas de $5i0,, tais como as utilizadas em micro
cs. Em conformidade, a invencdo preoporciona ainda
dispositivos de ensaio gue compreendem anticorpos ligados a
um suporte sdlido.

Um  dnico anticorpo ou uma bateria de anticorpos
diferentes pode entido ser utilizade ©para riar o oum

dispositivoe de ensaio. Um tal dispositivo de ensaio po

cer preparado utilizando tecnologia convencional conhecida
dos peritos na esgpecialidade. O anticorpo pode ser

purificado e isolado wutilizando técnicas c¢onhecidas e
ligado a uma superficie de suporte que utiliza
procedimentos conhecideos. A superficie resultante gque tem
anticorpo ligado nela pode ser utili

amostra de teste, por exemplo, uma amostra bicoldégica, in

vitro, para determinar se z amostra contém um ou mais tipos
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A - o Fa g . o 3 N e - . A
plitopo HYT especifico gue pode ser fixado a

superficie de um material Alternativamente, podem ser
utilizados uma pluralidade de anticorpos especificos, dque

numa wmatriz, em gue anticorpos

ou mais epiltopos diferentes HT ga

ido., Uma amostra de teste é& posta em

ma+ Tl 15 s =W ek 4 - ~ tatadsy i+ A < - ,
material. A ligacdoc especifica pode ser detetada utilizando

gualquer método conhecido. Se a lig

._

«Q
o
o

kel
on
~
v
@
4
o]
D
O
N
i
9!
I
)
)
a
0]

N g Ao 4 - P Aot s mE ~ eyt A )
detetada, pode-se JgeduzZix que a  amostra nao contem  C

epitopo HT especifico.
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como a ligacgdo especifica pode ser detetada, uma vez a
amostra de ensalo tenha sido posta em contacto com 0©s

anticorpos ligados ac suportse sdlido, um segundo anticorpo
, s . .

marcado detetavel pode ser adiciconado, © gual reconhece um

N opo HT d 1o t-‘ﬁ' oy AN 4 oo reco nhec Tl meln nticoroo

K‘P ope 1L d18TiNnTe GO epPplilps rXeconnellido peld antilorpd

ligado ao suporte sdélido.
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Luem reaq'zm‘,es tLals come sals,

proteina otima e/ou reduzir as

ou de fundo. Podem ser utilizados

eficiéncia do ensaio, tails conm

adicionados em qualguer ordem

NN e PRI, I N v - X ~ ~ X
reguerida. Ag incubagdes sa
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diferentes. 0s anticorpos biespecificos exemplares podem
ligar-se a dois epitopos diferentes do marcador de
superficie da c¢élula B. Outros dessges anticorpos podem
ligar-se a um primeiro marcador de célula B e ligar-se
ainda a um segundo marcador de superfici de célula B. Em
alternativa, um braco de ligacdo

-

pode ser combinadc

@]
O
=
[

3
s
o
EQ]
O
o
!,__.‘

desencadeadora num

Pl

de células T (por exemplo CDZ ou CD3) ou recetores Fg para

IgG (FcyR), tais como FoyRI (CD64), FceyRII (CD32) e FcyRIIT
(CD1o) de modo a focar cg mecanismos de defesa celular para
a célula B. 0Os anticorpos biespecificos podem também ser

localizar agentes citotdxicos para a <

B. HEstes anticorpos possuem um braco de ligacdo a marcador
de célula B e um bracoe gue se liga zo agen

(por exemplo, gaporina, anti-interferdo,

vinca, cadela A de ricina, metotrexato

isdtopo radicativo).

Cs anticorpos biespecificos podem ser preparados como
anticorpos de comprimento completo ou fragmentos de

P

anticorpo {por exemplo, anticorgos biegpecificos E
Os métcdos para fazer anticorpos Dblespecificos séo
conhecidos na técnica. A producdo tradicional de anticorpos
biegpecificos de comprimento completo baseia-se na co-

expresgssde de dois pares de cadeia pesada-cadeia leve de

|__4
-

imuncglobulina, em que as duas cadelas tém especificidades
diferentes (Millstein et al., Nature, 305: 537-539 (1983)).
Por causa do sortido aleatdrio de cadeias pesada e

leve de imuncglobulina, cgtes  hibridomas {quadromas)
produzem uma mistura potencial de 10 moléculas de anticorpo
nas uma tem a estrutura

biespecifica correta. A purificacdoc da molécula correta,
que € neormalmente realizada por etapas de cromatografia de
afinidade, ¢é bastante complicada e o©s rendimentos de

Lx

OGS. Procedimentos semelhantes 330
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EMBO J., 10: 3655-365% (1991).

De acordo com uma abordagem diferente, cdominios

A ] ~ - + 5 - o~ - o oy 5 £ 5 A= ~ ~ T a2~
variaveis de anticorpo com as especificidades de ligacéo
i,« ~ adas {Torad e A comys i oF-Te) d ant 9 ore t «fnwxm) =T
aeser” J d40as (410Cais Jde combinacg A ae antigeno—ant 1Co 520
~ T - ) e A P ) A R + 3¢
fundidos com sequéncias de dominio constante de

bulina. Preferivelmente a fusdo é com um dominio

0
conatante de cadeia pesada de imunoglobulina gue compreende

relo menos parte da dobradica, regifes CHZ e CH3. E
preferivel que tenha a primeira regifdo constante de cadeia

pesada (CH1) gue contem o local necessaric para ligaca
cadela leve presente em pelo menocs uma das fusdes. As
fusdbes de cadeia pesada de imunoglobulina gue codificam

= Eh L
realizacdo guandoc razdes desiguais das trés cadeias
polipeptidicas utilizadas na construgdo proporcionam 08
rendimentos excelentes. No entanto, é possivel inserir as

polipeptidicas num ve 3
pelo menos duas cadeias polipeptidicas em razdes iguais

rasulta em rendimentcs elevados ou quande as razdes nao tém

Numa forma de realizacdo preferida desta abordagem, os
anticorpos Dbiespecificos sio ompostos por uma cadeia

ina hibrida com  uma @ primeira
o

num braco e um par de cadeia

- P - ~ Y ~11 ] 1 1281 N ™o Mt e N
pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida nce outro braco
F RN o 2 ey o "y - o J - oo S £ = oy 3 .~ 3 25 AY
{(proporcionande uma seqgunda especificidade de ligacdo).
Y, S e 1 oo - - R Rk o £, 4 . - E
Verificou-se que esta estrutura assimétrica acilita a

. - . e A are G T O . (PR -
separacdo do compoesto biespeciiico desejado das combinac¢des
e

ieia de imunoglcobulina indesejadas, pois a presenca de
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uma cadeia leve de imunoglobulina em apenas uma metade da

f(“
molécula biesgpecifica proporcicna uma maneira facil de

Q)e
=
0]
¢t
w

separac abordagem ¢é divulgada no documento WO
94/04690. Para detalhes adicicnals de geracdc de anticorpos
biespecificgp ver, por exemplo, Suresh et al., Methods in

1: 210 (1986). De acorde com outra abordagem
descrita na Patente U.S. N.° 5 731 168, a interface entre
um par de moléculas de anticorpo pode ser manipulada para

maximize

dimeros que $ac
recuperados da cultura celular recomiinante. A interface

preferida compreends pelo menocs uma p

dum dominio constante de anticorpo. Neste método, uma ou
mais cadeias laterais pequenas de aminodcido da interface

da primeira mclécula de anticorpo sdo substituidas por

cadeias laterais maiores {(por exemplo, tircsina ou

Wy

triptofano) . "Cavidades® compensatdrias de tamanho idéntico

adeia(s) lateral{ais) grande{s) sao

’

ou semelhante a

|6
0
®

(
criadas na interface da segunda molécula de anticorpc por

T S O o [IPPU
substituicdo de cadelas later
ocutras mais peguenas {por e

Isto proporcicna um mecanismo
heterodimero scbre outros prod
como homodimeros.

Cs anticorpos biegpecificos incluem anticorpos
reticulados ou “heteroconiugade®. Por exemplo, um dos
ticorpos no heteroconjugade pode ser acoplado a avidina,
o outro a bioctina. Tais anticorpos foram, por exemplo,
propostos para dirigir células do sistema imunitdrio para
células indesejadas (Patente U.S5. N.? 4 676 980) e para
tratamento de infecdo por HIV (o documento WO 91/00360, o
documento WO 92/200373 e documento EP 0308%). Os anticorpos
roconijugados podem ser produzidos utilizando quaisquer
métodos de reticulacido convenientes. Agentes de reticulacio
sdo kem conhecidos na técnica, e sdo divulgados na Patente

U.S. N.° 4 676 980, Jjuntamente com varias técnicas de

40
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rar anticorpo biespecificos a
anticorpeos foram também descritas

anticorpos biespecificos podem

"

ligacgdo quimica. Brennan et al,
ce, 229: 81 (1985} descrevem um procedimento em gue
tos sdoe clivados protecliticamente para

gerar fragmentos F{ab')Z. Estes fragmentos sic reduzidos na

3
9
=
14
€8]
O
=<
3
{3
~
jo X
@)
O
o
~

2

ente complexante ditiol de arsenito de sdédio

*O
H
o
O
W

purt
o

o
FJ
}._J

ar ditidis vicinais e prevenir a formacdo de

dissulfureto intermolecular. 0s fragmentos Fab' gerados s&o

entdo convertidos em derivados de tionitrobenzoato (TNB).
Um dos derivados Fab'-TNB é entdo reconvertido no Fab'-tiol

cor reducdo com mercapteoetilamina e ¢ misturado com uma
quantidade equimolar do outro derivadoe Fab'~TNR para fcormar
o anticorpo biegpecifico. 0Os anticorpos biespecificos

croduzidos podem ser utilizados como agentes para a

fragmentos Fab'-SH a partir de E. coli, gue podem ser
gquimicamente acoplados para formar anticorpos

biegpecifices. Shalaby et al., J. Exp. Med., 175: 217-225

{(1992) descrevem a producdoc duma molécula F(ab')Z

anticorpo  biegpecifico completamente humanizado. Cada

fragmento Fab' fol segregadce separadamente a partir de E,

ccli e submetido a acoplamento gquimico direto in vitro para
e

v
cifico, O anticorpo biespecifico

rTormar © antico rpo oiesp
assim formado foi capaz de se ligar a c¢élulas gue sobre-

expressam o recetor ErbR2 e células T humanas normais, bem
0 desencadear a atividade litica de 1infécit

o 0
citotdéxicos humanos contra alvos de tumor da mama em

Também foram descritas varias técnicas para produzir e
izolar fragmentos de anticorpoe biespecificoe diretamente z

T b =

partir de cultura celular recombinantes. Por exemplo, o0s

41
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subunidade individual na amostra, de tal manelra cgue apenas

35 moléculas HT irdo ser detetadas. Isto é feito utilizando

funciona. Em particular, um anticorpe guer para APRIL ou

BLyS é imobilizado {por exemplo, a uma conta) e a

amostra é posta em contacto com este anticorpo. Essas

moléculas que compreendem a subunidade para a gqgual o©
anticorpo ¢é especifico ligar-se-do, enguanto gue agqueles
homotrimeros cue ndo incluem essa subunidade serdo lavados.

Az moléculas ligadas, serdoe entdo postas em contacto com um

Q
Q.
5

anticorpo ({(marcadc) detetavel para a segunda gsubunid
{(por exemplo, biotinilado) e aguelas moléculas gue primeiro
foram capturadas gue também incluem a segunda subunidade
{istc é, aquelas moléculas que sdo HT) irdo ser detetadas.
Mais especificamente, se o© primeiro anticeorpo ¢é contra
APRIL, todas as moléculag BLyS homotrimericas serdo lavadas

- T AT o X - 3 - .
cuando estas nmoléculas sdo contactadas

)
jo3)
T
Py
e
=
o
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H
o
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ot
o
e
o
o
O

lavadas. Assim, o sinal remanescente serd representativo
5 que compreendem ambas BLyS e

a
APRIL) na amostra. O paarao conhecido de molécula de HT 2

APRIL/um BLyS € wutilizado para construlr uma curva de
concentracdo padrio e o ginal experimental obtido é

comparadoe com  esta curva padri uma

O
el
$3
I}
&
o)
s
C
Q.
<
3
}_
.

stimativa da concentracic de HT nz amostra bioldgica.
Também & descrito no presente documento um método para
detecdo dum nivel de wARN HT numa amostra bioldgica
derivada dum individuc, gue compreende analisar uma amcstra
de polinucledétido dum individuo para o nivel de mARN gue

codifica polipeptidec de HT. O nivel de mARN HT pode ser

Ainda noutras formas de realizacdo, um método &

proporcionada para detetar a presenca e/ou um nivel dum

43
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Estdo disponiveis varios métodos para determinar o
nivel de expressédc duma molécula de Acido nucleicce HT, por
exemplo, um mARN HT ou polipeptidec de HT numa amostra
particular. O diagndéstico pode ser realizado por varios
métodos para determinar a auséncia ou  a presenga  ou

anormal numa

l_ ]
o)
~
o

quantidades alteradas de ARNm HT normal
amostra do paciente. Por exemplo, a detecdo pode utilizar a
ulas ou seccdes histoldgicas com anticorpos

- IR T N —~ AR [ Nt A b o N o
marcados 7 reaillzada em conformidade com metodos

N = L ANy : 7 v A v v X P P B B -
convencionais. As células sédo permeabilirzadas para corar as

moléculas citoplasméticas. Os anticorpos de interesse sio

adicionados a amestra de células e incubados por um periocdo

normalmente pelc menos cerca de 10 minutos. O antico;po
pode ser marcado com radicisdtopos, enzimas, flucrescéncia,

guimioluminescéncis

NN s A s e s N e s 3 4 =
ou outrog marcadores para detecao

93]

direta. Em alternativa, um anticorpo ou reagente de gegunda

etapa & utilizado para amplificar o sinal. Tais reagentes

= - Y - o~ " + A 1 - Y N TN 1 N - + = -
cdo Dbem conhecidos na técnica. Por exemplo, © anticorpo
o : . ) :
primdric pode ser conjugado com biotina, com avidina
conjugada com peroxidase de raiz-forte adicionada como um
-~ ~ J = W | + = P e [ . [P
reagente de segunda etapa. Em alternativa, o anticorpo

secundério conjugado com um  composto flucrescente, por
mplo, fluoresceina, rodamina, Texas red, etc. A detecdo
al utiliza um substrato gue scfre uma alteracdo de cor
na presenca da peroxidase. A ausénciaz ou presenga de
ligacdo do anticorpo pode ser determinada por varios
métodos, incluindoe citometria de fluxo de células
dissociadas, microscopia, radiografia, contagem de
ilacido, etc. A presenca e/cu o nivel dum poli

1
de HT também pode ser detetado e/ou quantificado de

el
p
-
3]
-

e
psi
-
D
~
=

maneira conhecida por um perito comum.
Adicionalmente, um teste pode Iinciuir medigdes da
pressidc de ARNm HT. Estudos bioguimicos podem ser

izados para determinar se um polimorfismo na seguéncia
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duma regifo gue codifica ou regildoc de controlo de HT esté
associado com a doeng A doenca associada a polimorfismos

pode incluir delecdoc ou truncagem do gene, mutacdes gue
alteram o nivel de expressdo, que afetam a atividade da
proteina, etc.

As alteracles na seguéncia promotora ou potenciadora
que podem afetar niveis de expressdo de HT podem ser
comparadas com os nivels de expressdo do aleloc normal por
métodos varios conhecidos na técnica. 0Os métodos para

determinar a forca promotora ou pctenciadora incluer

gquantificacdo da proteina natural expresgsa; insercdo do
elemento de controle wvariante num vetor com um gene

repodrter tal Como R-galactosidase, lucxierase,

i

cloranfenicol-acetiltransferase, etc., que proporcicna poy

40 conveniente

o

) vy e A 3 i1 5 ZA -~ 3 - AN 3 - T Yyt = /
Y3 métodos de di agnéostico do tema da invencac {como
d £y S -i - Ao oot 1A SOAA O - o sTe ) Ao [_‘ m A o
2I1iNnx>ao nas rYelv ;I'I\A'_LC--A(_,,v::o) ;o em gue O nivel 4e L2 e

nucleico ou proteina de HT duma amostra de interesse com a
dum valor de controlo para determinar qualsquer diferencgas

IelatLLaa, onde a diferenca pode ser medida
qua

sdo, entiZo, relacionadas com a presenca ou auséncia de uns

[
[
(_1.
_’_
[
<'
3
(’W

nte e/cu quantitativamente, culas diferencas

niveis de HT anormais. Uma variedade de diferentes métodos
para determinar a abundéncia de acido nucleico numa amostra

sdo conhecidos dos peritecs na especialidade, em gue o8

métodos espe

em: Pietu et al., Genome Res. {junho 189¢6) 6: 492-503; Zhao

o
et al., Gene (Apr. 24, 19985y 156: 207-213; Soares, Curr.

O

1
pin. Biotechnol. (outubre 1997y 8: L542-54%; Raval, J.

Pharmacol Tozicol Methods (novembro 1924) 32: 125-127;

\

2

Chalifour et al., Anal. Biochem (1 de fevereiro de 1984)

[

(&)

299-304; Stolz e Tuan, Mol. Riotechnol. {dezembro

=N

Xe
Nej
[on

60 ©6: 225-230; Hong et &al., Bicscience Reports {1982} 2:

Xe}
<
~d

e McGraw, Anal. Biochem. (1984} 143:2988. Também de
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cumprir gquatro destes critéricos a fim de ser classificado

como um paciente com LES. {(Tan et al. (1982) Arthritis

o.
Q

Rheumatcl. 25:1271-1277). O LES ¢ normalmente confirma

por testes que incluem, mas ndo estdc limitados a, testes

sanguineos para detetar anticorpos anti-nucleares; testes
de sangue € urina para avaliar a funcéc renal; testes
complementares para detetar z presenca de niveis baixos de
complemento que sio freguentemente ascsociados com LES; uma
taxa de gedimentacdo (ESR) ou proteina C-reativa (PCR) para
medir o©os niveis de inflamacdo; raios-X para avaliar danos
nos pulmdes e ECGs para avaliar os danos do coracdo.

Tratamento com FATrmMac

-
S
[®]
=
i.J
ct
[®]
=
i.J -

3
ax
O
Q.
O
03]
Hh
O
o
O
[9)]
Q.
O
W

z

farmacos, ompostos) ncs niveis de proteina HT {por
exemplo, a modulacdo da ativacdo transcricicnal) pode ser
aplicada ndc apenas no rastreio basico de féarmaco, mas
também em ensaics clinicos. Por exemploe, a eficacia dum

determinado agente por um ensaio de rastreio para diminuir

os niveis de proteina HT, como descrito no presente

~

documentoe, pode ser monitorizada em ensaiocs clinicos de
sujeitos gue exibem expressdce do gene HT ou niveis de

proteina diminuidos. Em tails ensaios clinicos, a expressio

ou a atividade de um gene HT e preferentemente, de outros

genes que tenham sido implicados, por exemplo, um distdrbio

como uma "ieitura” ou marcadores do fendtipo de uma célula
o

4 3 T o2 v N P NN e o o~ e 41 P
particular, no caso presente, as células B.
En algumas formas de reallzacao, a presente
Lo 2 e A -~ ¥y 7 E 7 B vy -
egpecificacdo descreve um método para monitorizar @ a

eficacia do tratamento dum sujeitc com um agente (por

proteina, veptideo, Aacido nucleico, molécula peguena, ou
ocutro farmaco) gque compreende as etapas de {i) obter uma

amostra de pré-administracdo dum individuc antes da

administracdo do agente; {(ii) detetar o nivel de expressio
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duma proteina HT ou wARN na amcostra de pré-administracido;

(111) soter uma  ou mais amcestras pds-administracao  do
(iv) detetar o nivel de expressdo ou atividade da

ou wARN nas amostras pdés-administracdc; (v)

nivel de expre

&
e
N
3

- P S T 3 o e 4 o
ou atividade da protelin:

e

amogtra pré-administracdo com a proteina HT ou
mARN na amostra ou amostras pés-administracido e (vi)
alterar para o sujeltec & administracdo do agente, em
conformidade. De acordo com tal forma de realizacdoe, a

expressdo ou atividade de HT pode ser utilizada como ur

indicador da eficécia do agente, mesmc na auséncia duma

code ser determinadce por andlise de amostras de tecidos de

individuos considerados para a presenga ou auséncia dum

polimorfismo esgpecifico. Qualguer método conveniente pode

gser utilizado, oor exemplo, ELISA, RIA, etc. para a
r

thern blot ou cutras

de proteinas, No

anédlises de hibridizacdo, RT-PCR qguantitativoe, etc. para a
quantificacidc de mARN. A expressio especifica para tecide £

correlacionada com o gendtipo.
E eterminada a alteracdo da expressdo de HT em
resposta a um wmodificador por administracdo ou combinacdo
do modificador candidato com um sistema de expressdo, por
exemplo, animal, célula, ensaio de transcricdo in vitro,
etc. E determinado o efeito do modifi
transcricdo HT e/ou nivels de mARN de estado estaciondrio.
Como nos niveis de expressdo Dbasal, as  interagdes

icas de tecido sdo de inte

O
’J)

\,'1

7 3 -y B I % 2~
2582, As correlacgdes sSa0

idade dum modificador de expressi

o
ay o0g niveis de HT e a presenca dos polimorfismos

afet

proporcionados. Unm painel de modificadores diferentes,
tipos de células, etc pode sger rastreado a fim de
determinar o efeito sckb varias condicles diferentes.

48



B1

EP223168

S 0w )
) O 7 (@ .
RN mt/ w9 om0 0 o o~ o
O 4 o4 T 0 2 0 € 8 © O
o PRI - o T - B v (O ®) .
IS ‘ b C 3 O Sy, © ) \
@ 0 P> o = O 3 S o« O @ O d @
@ 300 v Q ) = N 1 ©Co9 U O no T M0
P - N = = o o @ 2w o - e o o © O R I
W O g G I B o -0 TG Q) © 3 g ooz U o N r O -
J O - o O e . IS : O P [O JEN S R [ « y
g0 w © P 50 B @ g == ol 56 O o Ao X o o o B~
0 w o~ m £ © Oy o om =S 8 o« @ v S T & 5o ©
sl 4 ) - )] 8 1 - . g Nt — + "> - P
© S e N N I, = L@ o« \_m wp, T = o B O LH @ ) C SRS
Y g © % « & o5 o 0 5 T A o og - 0 5 o 0 o @ o o X < o oo
et LA e R p 3 - ) e S [0} o n T 2 ) 3
(O = = . oo = A O g8 — [ B O O, @ b & +-
5 5 F © o g P g oo 5 -2 § " © = ® Q o @ o
-2 g 2oy o0 © ST~ Qg Q3 S8 e 5 s oo H I o
S @ o lNe] £ 5 oe P g £ 2 o n 8 - wow © m o L
@S H . o o« O RV T, I B I T 4 .k W O
=R T o o @ @ (@) o O S o 3 o & uw O 9]
50 8 292 o w O o g o g 0@ A TR e
o ow s Q T o 2o ) - Moy . - P B = Q o g o 9 o
0 Q [0} & . -3 ' i O ] O ] — o} u o - o = = b — O S %) 1 P O
w o 0 9T vy & = @ @ U o o g 5 7 500 ° g L o5 8
. ) > ( . — . T ot ! = ' s - = =
= S0 P S oD 6 g 2T O © g o g U S R, RO = E g © ©
= 1 s Nie! SENe R R B = = c £ W o
5 9y ¢ 0T R s O D SIS 9 5 g Y oo H o G 8 N =
- M._ o ,wm : 5 . O o ) M _M_v o O .. 5 0 O S BN ] .WL «G o wn Qg ._w w m
o S - - - ! P - T 0n £ - A > 8@ 4 H ] :
- } o] L el C ] _,_ 4 b - G © 3 " C
a 2 > Hop 502 & o 2 0o SO s B/ Re 56 o 0 0 = 5 o H3 T 3 Mg
C 4 - 408 8 9 & 22 Y 8 7 o 28 g+ w T c £ 5 .
( Aw Q o T oo ‘ < CR SR = O o + WJ O = O _._ o © v ©
g 298 v &0 £ 5 5 2o L S s B =R I Y o £ A N
M o Y0 ™ o e 28 @ o D O R B S GO R
5 S mn @ © — @ S A - 2 9 & ® o " ogp =0 o oo B«
C 5 2L — 3 s 4 o 7 Tw 83 > v o oo © o o w v A
oo o = o & & p L« o 2 a 3 S -G, © o o O o g o = FE )
O [Ny o) ~ o ) v D 3 et 08 (O + — s} Gy, o0 = \ M [
g v e O o N3 oo g oo e o R o e © o5 o
-~ W ~ " - ] ~ = Ui - . O 1 SN bl
oF oo o © - oG M W ™ o c N © B o= O -y
{ - . PN — . ! . P { 4] h 7~ P 3 ]
(ORI g D £y O oy @ @] I It} o = Y © 5 T < i
N 0 ) N @] . . o S I N +
o O +H & N S o S R ¢ VR o @ g D O S W et o O o
ug e} o) (VRO O S ) O — S - St > IR en
T 5 O w0 4 ' e = o o = c L un © ) w 4 ©
o @ 4 (O : N Coown & o) Q 0 3 S - < 4 Q@
N = o g o & o & v = @ 5 2 0 g b4 200 1) )
oA 38 5 ow oo T o O © O q 2 M T Y e 9 w0 v - o S
v e @0 T _ o5 9 i S BoH e w g L @ ™ & ER T
S oo B “eed o &R - A R S 2 B U I T 0
2o = o 8 g oo & a3 0 & o 205 o =T S s N
pie S © )] - L oo AN mno= S g ol f \ g O O 3 o O
sl S0 pn £ o A O £ oo 0 Moa = 2 I T - v £ A
g 0 O O ® s o T B N S 58 T o oo, Y & = oo
o O s E o w0 O vy e o5 om B O N o 5w oo B
RN IR o G R T O O o H T LD oo 2 A o8 9 7
- & & o o ¢ I R~ ; & g i B = G ow o Do O 5
e B G = 9 o 3 @ o & oL =8 o - T oy = Oow sy o
v 5 R @ ¢ - o O 5 g < = B o Vo4 -5 o
4} o 5 @ O o Q B e A 50 o a7 =G s G O ]
| et ? c O s ©om & 4 3y A = SR i o < w o @ - = )
D o oM )] QL ) = +- = O ; ot = 0N o = )
wo g0 g N = W oW R o B OB b R
4 O o O o i) Q o ~ ot S o8 2 o
S @ ) I (s B © “ o O o 4+ o o -
0, & T A + 3w o= T o 3 & . W T o~ - j RS I A
- . 9] - > (@] ] 3 . At d Pl (@] ) s (@] [OFE— o 1)
T T S A N 0 oy & © o T g £ T ‘ o 2w o2 g T
v 00 o o 0 E G R T ) ) » 4 Y0 o O v g < 3 (ORI L '
> [N S = i & _ 1) 0w P ) 0 IR VM o o ot ® 4] O, ] )
208 6 9 W G =R £ w ow oo & % P e T oo« E L 0@ Q o %
’ o4 e ] et @ - Ay B = o < (ORI q © - -y
g o w0 5o ¢ ® v oo o2 AR R B I IS B = R R £, 9 O
SR C R B A € 0 g 5 @ b Mo QO 0 > W n O GG o BT @ o
A4 w8 Q9 @ 9 5 0 80 o 9 o9 O, 5 P 0 © b o £ Mdu s oo E T o v 5
- U 4 = T s RS C ! J = T e @ ¢
SRS S A = B S B < B s g R gL S
o v g o Q s ox s os oW ¢ o2 =
r._ S ¢ O P> 9D
,.. L J B (s 4 [ TS - =
8 O 0 ) l i O )
‘. © W T Q
d ~

49



EP2231657B1

£ o A Ime At oaats .
infiamatdria dos intestinos
- NPERN .4 o 7
ilcerosa), sindrome de

dificuldade respiratdria

mioccardite autcimune, deficiéncia de adesé&c de leucdécitos,

lapus eritematoso sistémico (LES), 1dapus (incluindo
nefrite, ndo renal, discdide, alopecia), diabetes de inicio
juvenil, esclercse mlltipla, encefalomielite alérgica,
respostas imunoldgicas associadas com hipersensibilidade

aguda e retardada mediada por citdcinas e linfdécitos T,
rculose, sarcoidose, granulomatose incluindo
granulomatose de Wegener, agranulocitose, vasculite
{(incluindo ANCA}, anemia apléstica, anemia positiva de
Coombs, anemia Diamond-Blackfan, anemia hemolitica imune
incluindo anemia hemclitica autoimune {AHATY, anemia
pernicicsa, aplasia pura dos gldébulos vermelhcos (PRCAY,
deficiéncia de Fator VIII, hemofilia A, neutropen
autoimune, pancitopenia, leucopenia, doencas envolvendo

diapedes

eitos, disturkbios inflamatdrios do SNC,

sindrome de leszo de mult

|_.l
)
},_.:
@]
w
O
)
o)
Qn
O
4]
=3
}_J

J
I =

3
doencas mediadas por complexos antigeno-anticorpoe, doencga

&L

- - - s P - S 3 S . [ES—— J PR W o~
da wmembrana basal antiglomerular, sindrome do anticorpo

i

ide, neurite alérgica, doenca de Bechet,
gindrome de Castleman, sindrome de Goodpasture, sindrome de

Miastenia de Lambert-Eaton, sindrome de Raynaud, sindrome

de 3Sjogren, sindrome de Stevens—dﬁhnson, Iej@LC?O de

, . . ; . ) e P
painel para altos titulos de zanticorpos reativoes, depdsitco
de TIgA em tecidos, etc.), doenca do enxertio Versus

50
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ulas gigantes, nefrite do complexe imune,
nefropatia IghA, polineuropatias IgM ou neurcopatia mediada
cor IgM, purpura trombocitopénica idiopéatica (PTI}, ¢
trombocitopénica trombdética {(PTT), trombociteopenia
toimune, doenca autoimune do testicule e do  ov
incluindo orgquite autoimune e ooforite, hipotirecidismo
primério; doencas enddcrinas autoimunes incluindo tivoidite
autoimune, tiroidite crdHni {(tircidite de Hashimot

tiroidite subaguda, hipotircoidismo idiopatico, doenca de

Adicionarison, doenca de Grave, sindromes poliglandulares
autoimun {ou sindromes de endocrincopatia gpoliglandular),
dizbetes do Tipo I também referido como diabetes mellitus
dependente de insulina (IDDM) e sindrome de Sheehan;
hepatite autoimune, pneumonite intersticial linféide (HIV),

brongquiolit obliterante (ndoc transplante) wvs NSIP/PINE,
T

sindrome de Guillain-Barre, vasculite de vVasos
grandes {incluindo polimialgia reumdtica e de Arterite

células gigantes (de Takavasu)), vasculite de vasos médios
{incluindo doenca de Kawasaki e poliartrite nodosa),
esgpondilite anguilosante, doenca de Rerger (nefropatia por

e rapidamente progressiva, cirrose

piliar primaria, doenca celiaca ({(entercpatia ac gliten),

Crioglcobulinemia, ELA e dcoenca arterial coreonariana.
Antagonistas BLyS e/ou APRIL
Se gsdo wvistos altos nivels de HT num paciente que

sofre duma doenca autoimune, isto sugere a probabilidade de
que © paciente i1ra responder favoravelmente a inibicdo BLyS
e/ou  APRIL. Assim, =a presente especificacdo descreve
antagonistas BLyS e/ou APRIL gue gdo utilizados para o
tratamento de doencgas autoimunes em que o paciente tem
niveis elevados de HT. Cs exemplos seguintes s&c

representat

ct
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VS e/ou APRIL gque podem
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gser utilizados para nteg. Para o propdsito
/

de funcionar como um

extracelular de qualquer recetor da familia do TNFR €& um

polipeptideo esgencialmente livre de dominios de
T smembrana  ou  citoplasmicos que geralmente mantém a
capacidade de se ligarem a BLyS. Especificamente, o dominio

extraceiular de TACI pode compreender aminodcidos 1 a 154
da sequéncia de polipeptidec TACI (SEQ ID NO: 2). Além
digso, o ECD pode ser fragmentos ou variantes desta
sequéncia, tails como formas de ECD de TACI como descrito em
von Bulow et al., supra, documento WO 98/39361, documento
WO 00/40716, documento WO 01/85782, documento WO 01/87979,
e documento WO 01/81417. Em particular, estas formas de ECD
podem ompreender amincacides 1-106 da SEQ ID NO:2,
aminodcidos 1-142 da SEQ ID NO:2, amincacidos 30-154 da SEQ

ID NO:2, aminoacidos 30-106¢ da SEQ ID NO:2, aminocdcidos 30-

pu—

'._.

110 da SEQ ID N0O:2, aminoédcidos 30-119 da SEQ ID NO:2,

aminodcidos 1-166 da SEQ ID NO:2, aminocédcideos 1-165 da SEQ

ID NC:2, aminodcidos 1-114 da SEQ ID NO:2, aminocdcidos 1-
119 da SEQ ID NO:2, aminodcidos 1-120 da SEQ ID NO:2 e

amincacidos 1-12¢ da SEQ ID NO:2. Adicionalmente, o ECD de

TACT ~ S 3 ~rriies 1o T A T Ao A & T
TACI pode compreender aguelas moliéculas gue tém apenas um
IAmi L ~a e T o~ 3=
dominio rico em cisteina.

As  formas de ECD de BAFF-R incluem aguelas gue

compreendem 08 aminoacidos 1-71 da sequéncia de
polipeptideo de BAFF-R (SEQ ID NC:4). Adicionalmente, ¢ ECD
pode ser fragmentos ou variantes desta sequéncia, tails como
formas de ECD de BAFF-R como descrito em documento WO
02/24%09, documento WO 03/14294 ¢ documentc WO 02/38766. Em
particular, estas formas de ECD poden compreender

aminodcidegs 1-77 da S5EQ ID NO:4, aminoacidos 7-77 da SEQ ID

NO:4, amincécidos 1-69 da SEQ ID NO:4, aminodcidos 7-6¢9 da

SEC ID NO:4, aminodcidos 2-62 da SEQ ID NGC:4, amincacidos
2-71 da SEQ ID NO:4, aminodcidos 1-£1 da SEQ ID NO:4 e

aminocadcidos 2-63 da SEQ ID 4, aminodcidos 1-45 da SEQ ID

=
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NO:4, amincacidos 1-38¢ da SEQ ID NO:4, aminoacides 7-32 da
SEQ ID NO:4, aminoacidos 1-17 da SEQ ID NOC:4, aminoécidos
39-64 da SEQ ID NO:4, aminoacidos 19-35 da BSEQ ID NO:4 =

aminoacides 17-42 da SEQ ID NO:4. Adicionalmente, o ECD de

BAFF-R pode compreender aguelas moléculas gue
dominio rico em cisteina.

As formas de ECD de BCMA incluem aguelas gue
compreendem 08 amino&cidos i-48 da sequéncia de

polipeptideo de BCMA {(SEQ ID NO:6). Adicionalmente, o ECD

o))

rode ser fragmentos ou variantes desta sequéncia, tals como
formas de ECD de BCMA comc descrito em documento WO

00/40716 e

2a

cumento WO 05/075511. Em particular, estas

Q.
@]

formas de ECD podem compreender aminodcidos 1-150 da SEQ ID
NO:6, amincacidos 1-48 da SEQ ID NO:6, aminocacidos 1-41 da
SEQ ID NO:6, aminodcidos 8-41 da SEQ ID NO:6, aminodcidos

8-37 da SEC ID NO:6, aminoacidos 8-88 da SEQ I NO:6,

ID NO:6, amincacidos 4-55 da SEQ ID NO:6, aminoédci
da SEQ ID NO:6 e aminocdcidos 21-53 da B3EQ ID NO:6.
Adicionalmente, o EBCD de BCMA pode compreender aguelas
moléculas que tém apenas um dominio rico em cisteina
parcial.

Numa forma adicional de realizacdo, a vregildo de
ligacdo BLyS dum recetor BLyS (por exemplo, um dominio
extracelular ou fragmento do mesmo de BAFF-R, BCMA ou TACI)
pode ser fundido a uma de Fc duma molécu de
imunoglobulina para facilitar a sua sclubilidade in wvivo.

De acordo com uma forma de realizacido, ©

antagonista BLyS

Q)

e/ou APRIL liga-se a um polipeptideo BLyS com uma afinidade
0

de 100nM ou menocs. De acordo com uma outra forma

de realizacdo, o antagonista BLyS e/ou APRIL liga-se a
polipeptideo BLyS com uma afinidade de ligacdo de 10nM ou

mencs. o antagonista BLyS z/ou  APRIL  liga-se a um
polipeptideo BLyS com uma afinidade de ligaciéo de 1nM ou

KN v

menog.
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Noutro exemplo, antagonistas BLyS e/ou APRIL incluem

Formula II, For

05/000351. EBEm garticular, alguns polipeptideos de ligacéo

incluem ECFDLLVRAWVPCSVLK (SEQ ID NC:13), ECFDLLVRHWVPCGLLER

(SEQ 1D NO:14), ECFDLLVRRWVPCEMLG (SEQ ID NO:15}),
ECFDLLVRSWVPCHMLR (SEQ ID NO:16), ECFDLLVRHWVACGLLR (SEQ ID

m

NO:17) ou as sequéncias listadas na FIGURA 32 do documento

- s ]
WO 05/000351.

Em alternativa, o antagonista BLyS5 e/ou APRIL pode
ligar-se a um dominio extracelular TACI de seguéncia

nativa, BAFF-R ou BCMA na sua regido de ligacgdo BLyS para

plogquear parciaimen inibizr ou

r?’
M
O
a
0
O
3
|_

B
¢t
Q

5
®
3
¢t
s

neutralizar a ligacdo BLyS in vitro, in situ, ou in vivo.
Por exemplo, tal antagonista indireto & um anticorpo TACIT
que se liga numa regiio de TACI tal gue a ligacdo BLyS &

impedida estericamente. Por exemplo, a ligacao em

aminoacidos 72-109 ou numa regido vizinha acredita-se que
blogueia a ligacdo BLyS. Pode também ser vantajoso bloguear

o)

ocorra na regido de aminocadcidos 82-222. Cutro antagonista
BLyS e/ou APRIL € um anticorpo de BAFF-R gue se liga numa
regifdo de BAFF-R tal gue a ligacido de BAFF~R humano a BLvyS

'or  exemple, a ligacdc em
3 r

amincdcidos 23-38 ou amincacides 17-42 ou numa regido
vizinha acredita-se que blogueia a ligacdo BLvyS.

Finalmente, um antagonista mais indireto seria um anticorpo
APRIL gue se liga numa regidc de APRIL tal gue a ligacéio
estericamente. Por exemplo, a ligacdo em

ou numa regifdo vizinha acredita-se gue

40 BLyS ({(ou APRIL).
a

Em algumas formas de zre

e/ou APRIL incluil anticorpos BLyS. O termo "anticorpo”

(o]
e
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----- NN Sl PN, 4 T P P - - . o~
quando referido é utilizado no seu sentido mais amplo e

cobre especificamente, por @xewplu, anticorpos monoclonais,

anticorpos. De acordo com algumas formas

polipeptidec desta invencido ¢ fundido numa esgtrutura dse

anticorpo, por exemplo, na regido variavel ou numa CDR de
tal modo gue o anticorpo se pode ligar a e inibir a ligacioe
BLyS a TACI, BAFF-R ou BCMA ou inibir a sinalizacg:
Oz anticorpos que compreendem um polipeptidec podem sevx
gquimérico, humanizado, ou  humano. Os anticorpos gue
compreendem um polipeptidec podem ser um fragmento de
anticorpo.

Em lternativa, um anticorpce pode ser produzido por

imunizacdo dum animal com um polipeptidec. Assim, &
contemplade um anticorpo dirigide contra um polipeptidec

descrito.

5
=
e
Q
]
ct
} 4
Q
C
F__
8y
[
“
Qn
O
@]
®)
3
+
®
3
e
}_<
)]
o,
O
&3]
,'j
s
P
Q
@)
| ]
¢
O
a
O]
e
P
2
} s
h
’ ]
@]
@]
0

anos (Si

¢
]
@)

o

i
<

[

hun

=
o

i
ID NO:8) gue compreende resgiduos 162-275 e/ou um aminoacido
vizinho de aminocé&cidos selecionado a partir do grupo Jue

consiste em 162, 163, 206, 211, 231, 233, 264 e 265 BLyS

humanos. A ligacédc dos s30 tals gue o anticorpo
impede estericamente a ligacdo BLvS a um ou mals dos seus

recetores. Tais anticorpos sdo descritos no documento WO

02/02641 e documento WO 03/055979, Um anticorpo
particularmente preferencial é o descrite como Lymphostat-B
(Baker et al. (2003) Arthritis Rheum, 48, 3253-3265).

R o~ Z -
Cutros féarmacos imunossupresscre

A especificacdc descreve a utilizacido doutros farmacos
o

imunossupressores gquer isoladamente ou em combinacid
inibidor BLyS e/ou APRIL. Estes outros féarmacos incluem,
mas nao estdc limitades a, agentes imunossupressores tais

ibidores da calcineurina {por exemplo, ciclospo

(

Q
3
o}
l_.l
D

A ou FK506), esterdides (por exemplo, prednisona metil

(5]
(6]
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e

rednigona) ou  agentes  1MUunNosSsupresscres  gue  param 0
crescimento de céiulas imunitarias (porx exemplo,

rapamicinaj, nibidor via anti~CD40 {por exemplo,

anti-CD40, anticorpos nd anti-CD40 e
de moléculas peguenas da wvia CD40), inibidores
salvamento de transplante {(por exemplo, o©

J

micofenolato de mofetil (MMF)), antagonistas do recetor IL-

2 { por exemplo, eonpax . COPYRIGHT. de Hoffmann-la Roche

Inc., e Simulet da Novartis Inc.) ou anadlogos dos mesmos
F o i
ciclofosfamida, talidomida, azatioprina, anticorpos

monoclonais (por exemplo, Daclizumab (anti-interleucina
(I1Y -2y, Inflizimab (fator de necrose anti-tumoral), MEDI
205 (anti-CD2), abx-cbl (anti-CD147)) e anticorpos

polic;onais (vaw exemplo, ATG {globulina antitimdcito)}

As formulacdes terapéuticas dos antagonistas BLyS e/ou
APRIL tais como anticorpos que ligam BLyS utilizados como
descrito no presente documentc sdo  preparados  para
armazenamento misturande um anticorpo gue tem o grau de
pureza dese’jado com veiculos, xcipientes ou
estabilizadores opcionais aceitaveis farmaceuticamente,

(Remitgtorz’s Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A.

Ed. (1980)), na forxma de formulacdes liofilizadas ou

solucdes aquosas

Veiculos, txcipientes ou estabiliradores aceitdvelis sao
recetores n&c toéxicos nas dosagens e concentragdes
empregues e incluem tampdes tais como fosfateo, citrato e
cutros Acidos orgédnicos; antioxidantes gque incluem &cido

ascdHrbico & metionina; conservantes (tal como cloreto de
a

octadecildimetilibenzil amdnio; cicocretc de hexametdnio;
cloreto de Dbenzalcdnio, clorete de Dbenzetdénio; fenol,

butilo ou &lcool benzilico; parabenos de alqguil tais como
ropil; catecol; resorcinoli;

carabeno de metil ou pxr
ciclohexanol; 2-pentanol; e m-cresol) baixa massa

molecular (menos de qgue cerca de 10 residuosg);
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polipeptidecs: proteinas, tais como albumina do soro,

gelatina ou imuncglobulinas: polimercs hidrdéfilos tais como

( D
[SIN
@]
b
O,

polivinilpirrolidona; amino 0Ss tais Como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arqinina ou lisina;
monossacaridos, dissacdridos e outros hidratos de carbono
incluinde glicose, manose ou dextrinas; agentes guelantes
tals como EDTA; acicares tals como sacarose, manitol,

5
H
L.

trealose ou corbitel: contraides formadores de sal tal como

<

sodio; complexos metidlicos (por exemplo, complexcs de Zn-

proteina); e/ou tensiocativos nidce idénicos tails como TWEEN,

{(PEG) ;.

r

PLURCNICS ™ ou polietilenoglicol
A formulacdo no presente documento ftambém pode conter
mais dum compesto ativo se necessarico, para a indicacio
carticular a ser tratada, preferentemente agueles com

atividades complementares gue ndc se afetem adversamente

n

uns aos outros. Por exemplo, pode ser desgejavel
oroporcionar adicionalimente um agente citotdxico, um agente

quimioterapéutico, citoguina ou um agente 1iMUNOSSUPressor

presente na formulacdo, do tipo de doenga ou distirbioc ou
tratamento e doutros fatores discutidos acima. E
geralmente utilizados nas mesmas dogagens e com vias de

administracgdo como descritc no presente documento ou cerca

Os ingrediente ativos também podem ser aprisionado
em microcépsulas preparadas, Ppor exemplo, por técnicas de
coacervacgdo ou por polimerizacdc interfacial, por exemplo,
hidroximetilceluloso ou microcapsulas de gelatina e
microcapsulas de poli {(metacrilato de metil),
respetivamente, em sistemas de entrega de farmaco ¢

1
{por exemplo, liposscmas, microesferas de aibumina,

(311
~
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macroemulsdes. Tais técnicas sdc divulgadas em Remington’s

D Vel — = 1 Qo - el “ -7 s 3 n o - {1 OO N
Pharmaceutical Sciences loth edition, Osol, A. Ed. (1984).

Podem ser preparadas oreparacdes de libertacéo
sustentada. ©Cs exemplos adeguados de preparacdes de

incluem matrizes semi-permedvels de

gblidos que contém o antagonista,

i
=

matrizes estas gue estdo na forma de artigos enformados,

por exemplo, peliculas ou microcédpsulas. Exemplics de

matrizes de libertacio sustentada incluem poliésteres,

hidrogéis (por exemplc, pcli(2-hidroxietil-metacrilato), e
poli &lcocol wvinilico)), polilactideos {Patente U.S. N.°

3 773 219), copolimeros de &cido L-glutamico e L-glutamato

de etil, etileno-acetato de vinilo nao degradavel,

(S5

de é&cido 1

@
}_J
0
H
O
[oN
D
\l::'
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ISIN
<
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]

co tico-Acido glicdlii
tals como o LUPRCN DEPCT {(microesferas injetévelis compostas

-
1
L

de copolimero de acido lético-dcido glicdlico e acetato de

leuprolida) e &cido poli-D-(-)~-3-hidroxibutirico.
As formulacdes a ser utilizadas para administracidc in

vivo devem ser estéreis. Isto € facilmente realizado por

. I3 s A n oy v g e o - ey o 3 oy N X - e A D e
filtracdo através de membranas de filtracdo estéreis.
EXKERIMENTACZC

, ; , . o . Lo
Oz exemplos seguintes sdo impulsionadores do propdsito
e

de proporcionar aos peritos na especialidade uma divulgacédo
e descricidoe completas de como produziyr e utilizar a

cresente invencdo e ndce pretendem limitar o dmbitc daguilo
que 08 inventores consideram <como a sua invencgdo, nem
pretendem representar que as experiéncias abaixo sdo todas

ou as Unicas experiéncecias realizadas. Té&m sido feitos

= - = oo o - P Ve ] X~ =y B X~ oo A ey
esforgos para assegurar a precisdc em relacdc aos nimeros

mas alguns  eryros  experimentais e desviocs devem ser

e
o~ N e s Q- <7 N =y S y - P I =
considerados. Salvo indicacgdo em contrario, as partes sdo

partes em peso, massa molecular € massa média da massa

Z, It

mclecular, temperatura ¢ em graus Celsius e pressido € cu
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EXEMPLO 1: ENSAIO PARA MEDIR NIVEIS DE HT

conijugado com  BioRad  xMe

ZGEN {clone 258.2.1.9.1.3) biotinilado) estreptavidina-PE
{(Jackson ImmunoResearch. Labs, Inc (West Grove, PA)
#016-110- 084) placas Mu

MAY, MABVN1250) ELISA B (BELIsSA C + 1% BSA + NaAZ)
heterctrimero de AFRIL/BLyS LOTE Al642F padridc (25 ng/mL),

ocl (7,5ng/mL) e QC2 (500pg/mL) (2 subunidade
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2y Bloguear placa: adicionar 100ulL de ELISA B a todos os

procos, agitar durante 10%', véac

o
2

3) Submeter a vértice as contas durante 30", sonicar as

“ P . [y e ¥aRil
contas durante 30
a. Determinar volume das contas a adicionar: 5K

contas/poce em 25 ul/pogo ELISA B
b, Para uma placa ccompleta 2,5 mL + HEL contas

4) Adicicnar 25ul de mistura de contas por poco a todos
08 POCOs,

5) Diluir padrdes: padrido diluido de A1642F (25 ng/mL) em
ELISA B, 1:3 seis vezes para uma série de diluicdo de 7

pontos: 25000, 8333, 2778, 926, 309, 103 = 34 pq/mL,
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padrioc a Bi, etc.

- ; . 4 . : s . . _
/Y Adicionar 25 ul de QC1 a A2, adicicnar 25 ul de QCZ a
BZ.

Cy LR N, OB a4 I v 2 Nt e . N T . . N
g€) Adicionar 25 ul de scro a todos os pocos padrio, fundo

a QC.

9) Adicionar 25 ulL ELISA B a todos o8 pogos da amostra €

amostra de soro a cada poco da
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amostra *, **,

ily Vedar a placa e cobrir com pelicula metalizada
Coclocar no agitader a 600 RPM durante 607 a Ta.

12y VAcuo. Lavar placa com 2x100 ul de ELISA B.

13} Adicionar 25 ul/poco de 1 ug/mL de anticorpo E4731
biotina.

14y Vedar a placa e cobrir com pelicula metalizada

15) Sem lavar ou aspirar adicicnar 25 ul/peco 1:100 SA-P
em ELISA E.
16}y Vedar a placa e cobrir com pelicula metalizada

g T o en o . R, NI D .. Pl kT T a e . AN
Colocar no sacudidor a 600 RPM durante 30

(

7y Vacuo. Lavar placa com 2x100 ul de ELISA B,

>

-
18y Adicionar 110 ul de ELISA B por pogo. Misturar a 60

C

>

>

E

°

1 2 3 4 3 5 7 3 3 10 11 12
A} 2500 | QC1 32 34 36 38 S10 312 514 Si6 318 520
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E muito importante executar amostras puras e nas diluicdes

gseguintes: 1:4, 1:8 e 1:16. Isto € necessario para permitir

gque o8 complexos de HT nativos se dissociem € este ndo €& um

efeito de sorc. A concentracdo do scoro deve ser mantida
¢ 1

amostras com o soro padrio. Ter menos de 25 ul de soro

r
cada pogo pode fazer com que esses pogos exibam valores

errados.
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soroy. O ensaio pode ser executadeo com precisdco até

de HT nativo serdo diferentes se esta wolécula é
relativamente rara no sorc do paciente, no entanto, neste
momento ndc ha evidéncia de que haja qualquer viés para
qualquer combinacdc trimérica particular.

EXEMPLO 2: MEDICZ\J DE HT BEM SOROS DE PACIENTE

SAUDAVEL

i

CONTROLO

¢ dominic de trimerizacdo N-terminal ZymoZipper

¥

-c

permite a producio de heterotrimeros BLYS/APRIL
recombinantes {rHT), que foram utilizados como um padrio
para desenvoelver um imunoensaio baseado em cont vara

gquantificar HT nativo em goro humano como descrito

no
LIV

Exemplo 1. Neste ensaio juntamente com ELISAs 1ficas
gy 7

de BLyS e APRIL foram utilizados para medir estes 3
ligandos em soros de controlos saudavels (CSy n=79) e
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~ite reumatoide ({(AR; n=29) {(ver Figuras

atividade bioldgica de rHT foi comparada com a de rBLyS e

rAPRIL, num ensaic de sinali A1 , horas wutilizando
S e

ransfetadas ene repdérter

ct

células Jurkat

NFxB/luciferase e num ensaio

humana primédria de 4 dias.
Significativamente mails pacientes c¢eom LES que CS

tinham HT detetédvel no sorxo (70% wvs. 14%, p<0,0001l, teste

7T

..... 3 T3 ey ey oy e A2 -] . ~NTYY i
exato de Fisher) e 24% de pacientes com AR tinham

I

detetdvel. Nesta coorite, a média dos niveis séricos de HT
foram 177 pg/mL {LES), 64 pg/mL (AR} e 66 pg/ml (CS). No
(ver Exemplo 4), a sina

gemelhante ao de BLvyS ou APRIL. No ensaio de célula B (ver

0,17 nM para APRIL e 4,06 nM para HT). Isto provavelmente

£ ot N R - e | . 3. TR T T - — R
reflete a expressdo predominante de BAFF-R, ao qual a nossa

0
cd

D
3

°

rHT se liga fracamente, em células circulacio
A-Tg neutralizam a atividade de todos os 3
ligandos nestes ensaios, enguanto BAFFR-Ig exibe pouca ou
nenhuma inibicdo da atividade de rHT. Os nossos dados
confirmam que HT native sédo elevados em pacientes auto-
imunes e demonstram que vHT 830 ativos ologicamente. Se
HT nativo tem um papel biloldgico distinto dos seus
homéloges homotriméricos permanece para ser determinado.
Atacicept 1inibe a bioatividade de todas as 3 formas de

lar-se importante no tratamento

Num segundo conjuntoe de pacientes com LES, gue
incluiam 7Z pacientes com LES e 42 controlos saudédveis. Os
niveis de BLyS & APRIL foram determinados por ELISA. Os

niveis de HT foram medidos em 36 pacientes e 25 controlos

utilizando um ensaio baseadoc em luminex. HT

mals pacientes que em controlos (727



EP2231657B1

EXEMPLC 3: ENSAICO DE PROLIFERACAC DE CELULA B
Um frasco para injetaveis que contém 1 x 108
congelado, céiulas mononucleares do sangue periférico

(PBMCs) de aférese foi rapidamente descongelado em 370C

(Meio 1640 de RPMI, 10% de soro de bovino fetal inativado a
aita temperatura, 5% de L-glutamina, 5% de
tubo de 50 ml. As células foram testadas para vie

de utiliracdo de azul de tripano {(GIBCO BRL, Gaithersburg,

MD). As células CD19+B foram entdo isoladas por selecdo
positiva utilizandce microesferas revestidos anti-CDI1%
(Miltenyi Riotech) . A3 células revestidas foram, em

seguida, isoladas numa coluna MACS LS (Miltenyvi Biotech) As
células B foram ressuspensas a uma concentracdoe final de
1,6 x 10 células/ml em meio de células B e plaqueadas a 100
ul/_oco, numa placa de 96 pocos fundo U (Fal

Seat

WAY, HT e ligandos homotriméricos foram preparados
o)

e foram adicionados as células em 3 diluic

-

1000 ng/ml a 0 ng/ml. O volume final foi de 200 ul/pogo.

0

N AT T v A oy oo A Ve , . . PN, IR
Ags células foram entdo incubadas a 370C num incubador

humidificadodurante 72 horas. Dezassels horas antes da

colheita, 1 uCi de 3H timidina foi adicionadc a todos os

pogos. As céliulas foram recolhidas numa placa de filtro de
86 pocos (UniFilter GF/C, Packard, Meriden, CT) em gue
foram reccolhidas utilizande wum recolhedor de c¢élulas
{Packard) e coletadas de acorde com as instrucdes do
fabricante. As placas foram secas a 55 °C durante 20-30
minutos e o fundo dos pogos foi selado com um selante de
placa opaco. Para cada poge foil adicionadce 0O,
fiuido de cintilacgdc {(Microscint-0, Packard) e a placa
lida wtilizande um TopCount Microplate Scintillation
Counter {(Packard)
EXEMPLO 4: BIOENSAIO DE CELULAS JURKAT TRANFETADAS POR TACI
¢ bicensaio in vitro TACI utiliza uma linha celular

Jurkat (linfécito células T aguda humana, KZ142, clone #24)
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que foil transfetado com dois plasmideos. Primeiro, a linha
celular foli transfetada com um plasmideo contendc um gene
repérter de luciferase sob ¢ controlo do promotor NE-k(/AP-
1 e um gene resistente a neomicina. Um clone apropriade foi
escolhido apds selecdo com G418. fol
entédo transfetada com um plasmideso TACI

de comprimenteo completo sob o

N0
MRS
L

motor

(TACI/pZPT7P) e um gene resistente a puromicina. Os clones
foram selecionados com puromicina e, em seguida, uma linha
celular apropriada escolhida gara o ensaic por avaliacédo
para a expressdoco de TACI por citometria de fluxo utilizando
anticorpos monoclonais de TACI.

¢ ensaio baseia-se na gravacdo da leitura da expressio
do gene de luciferase qgue & desencadeada pela ligacido do
ligando de teste (HT ou BLyS homotriméric ou APRIL
homotrimérico) a TACI de superficie celular produzido por a
cartir do ADNc de TACI.

As células Jurkat transfetadas foram propagadas em

meioc RPMI 1640 sem vermelho de fenol (Rosewell Pa
Memorial Institute, Buffalo, Nova Iorgue) adicionado <
10% FBS. Foil adicionada purcomicina a 2 pg/ml <omo
reagente seletivo cara z transfecioc. Também

adicionados aco meic piruvate de sddic e L-glutamina
volume de 1% de volume. O substrato e tampido de ensaio
Steady~Glo Luciferase Agsay System {(Promega, Madison,
#EZ2510) foram utilizados de acordo com as instrucdes
fabricante.

O ensaio foli realirzado por vressuspensido de célul
Jurkat transfetadas em meio de 1,6 x 106 célula/ml.
células sdo plaqueadas numa placa de ensaio branca com
m\por poco. Amostras de ZZ-APRIL foram trazidas pa
diluigido adequada e colocada

diluicgd adicionadas

foram

N
incluida 4

)
Liaca

O tampao

W

om

um

foram

a
de

W

as

o
AS

[s2]
e
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jot

cby aayg cbyg agt 48

Cac aga ggo bLea gaa gea agl cca got ctoe coy
T Lea Lys Leu Ser
L S~

His Arg Gly Ser Glu Ala Ser Pro Ala Leu Pro

]
U}
[+

[tel

145 150
goa gat cag gbg goe cbg gte tac age acg cotg ggg cto tgo cbtg tgt 529
Ala Asp Gln vVal Alas 1 Wal Tyr Ser Thr Leu Gly Len CUys Leu Cys

tto oty gtg geg gty goe tgo tic 577
Phe Leou Val Ala Val Rla Cys Fh
180 185

cag coc cgo tca agg oocc ogt caa agt 625
Zln Pro Arg Ser Arg Pro Arg Gln Ser
200
s atg gaa gce ggo age cct gtg o773
s Met Glu Ala Gly Serx
205 210 215
age aca btoo oo gag ccs gty Jgag ecl tge ago ttc bge tto cct gag 721
Ser Thr Ser Pro Glu Pro Wal CGlu Thr Cys Ser Phe Cys Phe Pro Clu
220 235

qog gtc acg cct 3
Ala Val Thr Pre
ceo Lyt Jot gga agd Ldy gggd Lge cad ace agy ace aca gte oty 317
Pro Cys Ala Gly Arg Trp Gly Cys His Thr Brg Thr Thr Val Leun
255 260 265

cag cct tgoe cca cac gge ottt ggo att gtg tgtbt gtg 865
Gln Pro Cvs Pro His Gly Leu Gly Ile Val Cys Val

270 2840
cot goo cag gag ggg gge cca ggb goa taastgggog teagggangg 912
Fro Ala Gln Gliun Gly Gly Pro Gly Ala
285 290

aaagdaggad gdagadagat ggagagq
gagagataty aggagagaga QaCIGdJﬂdq Joagaaaggy agagadacag
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<400>2

Mat Ser Gly Lew Gly Arg Ser ARrg Arg Gly Gly Arxg Ser Rrg Val Asp
1 5 10 15

Gin Glo Glu Arg Phe Pro Gin Gly

Trp Thr Glv Val Ala Met Arg
¥ $
T

in Tyr Trp Asp Pro Leu Leu Gly Thr Cys Met

Ser Cys Lys Thr Ile Cys Asn His Glin 3er Gln Arg Thr Cys Ala Ala

Phe (Cvyg Arg Ser Leu Ber (ys Arg Lys Glu Gln Gly Lys Phe Tyr Asp

05 74 75 g4

His Leu Leu Arg Asp Cys Ile Ser Cys Ala Ser Ile Cys Gly Gln His
a5 50 95

Pro Lys Gln Cys Ala Tyr Phe Cys Glu Asn Lys Leu Arg Ser Pro Val

Glu Leu Arg Glu A=zn

Aszn Ser Asp Asn Ser Gly Arg Gly 3Berxr
13 135

Glu Ala Ser Fro 2la Leu Pro

145 150

Ala Leuw Val Tyr Ser Thr Len

Gin Va

Leu Oy

175

Uys Phe Leu Val Ala Val Ala Cys Phe Leu Lys Lys Arg Gly Asg
180 185 150

Cya Gln Pro g Ser Arg Pro Arg Gln Ser Pro Ala Lo

195 200 205

Ser Gln Asp His Ala Met Glu Ala Gly Ser Pro Val Ser Thr Ser Fro
210 215

-
[

0
o]
]
]
O

=
F
%]
6]
o
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Glu Pro Val Glu Thr Cys Ser Phe Cys FPhe Pro
225 220 240
Thy Gln Glu Ser Ala Val Thr Pro Gly Thy Ala

250

Gly Hig Thr Arg Thr Thr Pro
265
His Glu

<210> 3
<211> 586
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1
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N
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goagetbghyg cggegoocgte ggeaco abg agyg cga g9gg ooo cgg age otg cgg 532
Met Rrg Arg Gly Pro Arg 3er Leu Arg

‘ gag tgce tho 101
Pro Ala Glu Cys FPhe

)

gge agd gac gogd ofa Jgec oo acyg cec b
Gly Arg Asp Ala Pro Ala Pro Thr Pro Cys
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cgg Ccog aaa Cog gocC gyy goo age ago oot gog coo agyg acg gog otg 197
Brg Fro Lys Fro RAla Gly Ala Ser Ser Fro Ala Proc Arg Thr Rla Leu
45 50 55

Gln Pro Gln Glu Ser Val Gly Ala Gly Ala Glyv Glu Ala Ala Leu Pro

[ 6o T0
[stete! tti oty ggo oty goa otg 293

Leu Gly Leu Ala Len
85

Lew Pro Gly Leu Leu Phe
75,

gte oty gog by gte ot gtg gt otg gtg gy agqg cgyg cga cag 341
Yal Lewu Ala Leuw Val Leu Val Gly Leu val [T Arg Arg Arg Glp
3 95 105

[*¥]
o
D

& CTococ Jac Jgga gac aag
v Ala Fro Asp Gly Asp Lys
15 12¢

cgg cgg oti cge ggoe gog koo too goa g
Arg Arg Leu Arg Gly Ala Ser Ser Rla G

gac CCa atce att otg boet cog gga atco 437
Asy Fro Ile Tle Leu Ser Pro Gly Ile
135
tob gat goc aca got oot goo tgyg oot oot cob ggyg gaa Jgas oca Jdga 185
Seyr Asp Ala Thr Ala Pro Ala Trp Pro Pro Pro Gly Gluo Asp Fro Gly
140 145 150
ace aco oca cohb ggo oac gto cot ghg cca oo aca gagy oty ggc 533
Thr Thr Pro Pro Gly His Val Pro Val Pro Ala Thr Glu Leu Gly
155 165
toc act gaa ct BCC ace aay acyg Jgoo Jgo oot gad caa caa 878
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[te}
s
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Ser Thr Glu Leun Val Thr Thr Lys Thr Ala Gly Pro Glo Glo Gln
170 175 180

Lageagdy 586
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la Gly Ala Gly Glo Ala Ala Leu Pro Leu Pro Gly Leu Leu Phe Gly
65 70

Ala Pro Ala Leu Leu Gly Leu Ala
85

Gly Leu Val Ser Trp Arg Arg Arg
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aagactcaaa cttagaaact tgaattagat gtgghtattoa tacy tgccgogaag w0
coocogtaag aacooacgaa goagygogaay te tocaacattot 120
gotgeoatthg chcoctggaatt cttgtagaga tattacttght cchtteocagge 180
gltaguotec tgtbttoitt ttgtgatc atyg Ltg cayg abtg get ggy 226
Met Leu Gln Met Ala Gly
1 5

e

cag tge Toc caa ast gaa tat tit gac agt ttg titg cat got tge ata 284
Gln Cys Ser Gin Asn Glu Tvr Phe Asp Ser Leu Lew His Ala Cys Ile
10 i5 z0

cob tgn caa ottt cga tot Lot cct oot cta aca
Pro Cys 5ln Leu Arg Cys Ser Pro Pro Len Thr
25 35
ocgit tat tgt aat goa agt gbtg acc aat toa gtg aaz gga acg aat gog 380
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40 45 50

att ¢t g ace Lot ttg gga oty att Lot tig 428
Ile Leu Trp Thr Cys Leu Gly Leu 2 Ila 3Zer Leu

55 a0 €5

tto gtg cta atg ttt tig cta agy aag ata ago btot gaa cca thta aag 476
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g0 g5
gac gag ttt aaa aac aca gga tca got aac abt 524
Asp Glu Phe Lys Asn Thr Gly Ser Ala &sn 1lle
a9¢ 100
gac ctg gaa aag agc agg act ggt gat gaa cogoaga ggo 572
Asp Len Gluo Lys Ser Arg Thr Glvy Asp Glu Pro Arg Gly
165 110
ctc gag tac acg gbtg gaa gaa tgo aco tght gaa atc aag agc 620
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120 125

aaza ooy aayg ghc gac Lot gac cat tge Lttt ooa GHR
Lvs Fro Lys Val Asp Ser Asp His Cys Phe Pro

135 14¢ 145
gaa ggo gea acc abt cbt gbo ace acg aaa acg aab gac tat tgo aaqg 7ié

.
Glu Gly Ala Thr Ile Leu Yal Thr Thr Lys Thr Asn Asp T

cea got goet thg agh goet acg gag ata gag aaa 764
Pro Ala Ala Leun Ser Ala Thr Glu Ile Glu Lys

17g 175

cagtgoca chitasasat ctithbgicay 820

fax

goet agy taattaacca thiagactboy
Al

totbtaggat gactgtattt ttcagtrgoo gatacagebt 28O
actctitaty ttagatatat ttctotaggt tactgttggg 94
4

cbtggittca tgabtaaagt cttibbtttb ccbga %95
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REIVINDICACOES

1. Um método in vitro de predizer a prokabilidade dum

1 BT P e Y o A1 F P ] el A 1 N { < el
individuo ter itpus critematosoe  sistémico (LES) pela
det ar\' do o dos niveis séricos de heterotrimero (HT)
detecdo do aument GOS8 N1vels sSericos ade netvercoctrimero (Hil)

BLYS/APRIL dum individuo, que compreende:

(ay medica
do individ
BLyS/APRIL

um  anticorpo

as moléculas ligadas com um anticorpo detetavel gue se

heterotrimero (HT) BLyS/APRIL

\ - o . - FAPU 4 < 3 T gyl Y p -~
(b} comparar esse nivel ao nivel de HT numa amostra de
soro dum controlo saudavel: e

U

(cy determinar se o nivel de HT na amostra de soro de

teste aumentou em comparag¢do com o nive

soro de controlo;

] | £ o N ] P = o) P - 3 sty b X
em gue 0S8 referi1dos nivelis aumentados de HT estédo
- AR | Y Pl ,A—i o+ A 3 iT [&
associados com lupus eritematosc sistémico (LES),

2. Um método in vitro para predizer a probabilidade dum

caciente responder a um tratamento com farmacos para 1upus
eritematosce sistémico (LES), em gue o tratamento com
m

macos compreende a inibicdo de BLyS e/ou APRIL, dque

r raciente, em g a detecdo dos niveis
de heterotrimerc (HT) BLyS/APRIL compreende o contacto da
amostra de soro com um anticorpo imobilizado gue se liga

-

- N - T B N ] 3 T -
:S‘Q&:C.Ll camente a Uiial aas subunidades ae HT e
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subunidade de HT, em gue a ligacdoc a ambos 03 anticorpos
indica a presenca de heterotrimero (HT) BLYyS/APRIL;
em que a presenca de nivels elevados de HT na amostra de

soro do paciente em comparacido com uma amostra de soro de

controleo € preditivo da probabkilidade do paciente
responder ac tratamento com farmacos para a condigdo

3. C método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que

a vreferida determinacdo & feita utilizando um ensaioc

4., ¢ método de acordo com a reivindicacido 2, em gue o©
referido tratamentc com farmacos compreende um antagonista
HT gue compreende uma regido do dominio extracelular de
TACI gue compreende o0s aminoécidos 30-110 da SEQ ID NO:2

fundida na estrutura a uma porgdce ¥Fce duma imunoglobulina.,

5. ¢ método de acordo com a reivindicacdo 4, em gue ©

referido antagonista HT & um antagonista BL

5. ¢ métode de acordo com a reivindicacdo 4, em que ©

referido antagonista HT ¢ um antagonista APRIL,.
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