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(57) Resumo: ANTICORPOS ESTAVEIS E SOLUVEIS QUE
INIBEM TNFALFA. A presente invengao refere-se a anticorpos scFv e
fragmentos Fab particularmente estaveis e soluveis, especificos para
TNFa, que compreendem sequéncias com cadeia leve e cadeia
pesada especificas, que sdo otimizadas quanto a estabilidade,
solubilidade ligagéo in vitro e in vivo, e baixa imunogenicidade. Os
ditos anticorpos s&o desenhados para o diagnéstico e/ou tratamento
de disturbios relacionados a TNFa. Os acidos nucléicos, vetores e
células hospedeiras para a expressio dos anticorpos recombinantes
da invencdo, os métodos para isola-los e o uso dos ditos anticorpos
em medicina, também séo descritos.
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. Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "ANTICOR-

POS ESTAVEIS E SOLUVEIS QUE INIBEM TNFALFA".
CAMPO TECNICO DA INVENGAO

A presente invencao refere-se a anticorpos otimizados e deriva-
dos de anticorpos otimizados que se ligam ao fator alfa de necrose tumoral
(TNFa) e bloqueiam sua funcéo, e sao uteis para o diagndstico e/ou trata-
mento, prevengao ou melhora de doencgas associadas a TNFo; suas se-
quéncias codificadoras, produgéo e uso em composicées farmacologicamen-
te apropriadas. |
ANTECEDENTES DA TECNICA

O fator de necrose tumoral alfa (TNFa, também conhecido como
caquectina) é uma citocina de ocorréncia natural em mamiferos, produzida
por inumeros tipos de células, incluindo mondcitos e macréfagos, em respos-
ta a endotoxinas ou outros estimulos. TNFo. € um mediador importante de
reagOes inflamatorias, imunoldgicas e patofisioldgicas (Grell, M. et al., Cell

83:793-802 (1995)).

O TNFa solavel é formado pela clivagem de uma proteina
transmembrana precursora (Kriegler et al., Cell 53:45-53 (1988)), e os poli-
peptideos de 17 kDa secretados montam complexos homotriméricos solu-
veis (Smith et al., J. Biol. Chem. 262:6951-6954 (1987); para obter revisdes
vide Butler et al., Nature 320:584 (1986); Old, Science 230:630 (1986)). Es-
tes complexos, entdo, se ligam a receptores encontrados em uma série de
células. A ligagédo produz um arranjo de efeitos pré-inflamatérios, incluindo (i)
liberacao de outras citocinas pré-inflamatérias, tais como interleucina IL-6,
IL-8 e IL-1, (ii) liberagdo de metaloproteinases de matriz, e (iii) regulacdo as-

cendente da expressdo de moléculas de adesdo endotelial, ampliando ainda

‘mais a cascata inflamatéria e imunolégica por atrair leucécitos para dentro

de tecidos extravasculares.

Indmeros disturbios estdo associados a niveis elevados de
TNFa, muitos deles de importancia médica significativa. TNFo. demonstrou
estar regulado de forma ascendente em inimeras doencas humanas, inclu-

indo doengas cronicas tais como artrite reumatéide, disturbios inflamatdrios
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dos intestinos, incluindo doenca de Crohn e colite ulcerativa, sépsis, insufici-
éncia cardiaca congestiva, asma brénquica, e esclerose multipla. Os ca-
mundongos transgénicos quanto a TNFa humano produzem altos niveis de
TNFa constitutivamente e desenvolvem uma poliartrite espontanea destruti-
va semelhante a artrite reumatdide (Keffer et al., EMBO J.10:4025-4031
(1991)). TNFa é, portanto, referido como uma citocina pré-inflamatdéria.

TNFo esta agora bem estabelecido como um fator importante na
patogénese de artrite reumatodide, que é uma doenga cronica, progressiva e
incapacitante, distinguida por inflamagao e destruigdo poliarticular, com sin-
tomas sistémicos de febre, mal-estar e fadiga. A artrite reumatéide leva tam-
bém a inflamacgéao sinovial crénica, com freqliente progressio para destrui-
¢ao das cartilagens e ossos articulares. Niveis aumentados de TNFa sdo
encontrados no liquido sinovial e no sangue periférico de pacientes que so-
frem de artrite reumatdide. Quando agentes bloqueadores de TNFo sdo ad-
ministrados a pacientes que sofrem de artrite reumatdide, eles reduzem a
inflamagao, melhorar os sintomas e retardam a danificagao das articulagdes
(McKown et al., Arthritis Rheum. 42:1204-1208 (1999)).

Fisiologicamente, TNFo estd associado também a protecdo con-
tra infecgOes especificas (Cerami et al., Immunol. Today 9:28 (1988)). TNFa
é liberado por macréfagos que foram ativados por lipopolissacarideos de
bactérias gram-negativas. Assim sendo, TNFo parece ser um mediador en-
dogeno de importancia fundamental, envolvido no desenvolvimento e pato-
génese de choque endotdxico associado com sépsis bacteriana (Michie et
al., Br. J. Surg. 76:670-671 (1989); Debets et al., "Second Vienna Shock Fo-
rum”, paginas 463-466 (1989); Simpson et al,, Crit. Care Clin. 5:27-47
(1989); Waage et al., Lancet 1:355-357 (1987); Hammerle et al., "Second
Vienna Shock Forum", paginas 715-718 (1989); Debets et al., Crit. Care
Med. 17:489-497 (1989); Calandra et al., J. Infect. Dis. 161:982-987 (1990);
Revhaug et al. Arch. Surg. 123:162-170 (1988)).

Da mesma forma que em outros sistemas organicos, TNFa de-
monstrou também desempenhar um papel importante no sistema nervoso

central, particularmente em disturbios inflamatérios e auto-imunes do siste-
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ma nervoso, incluindo esclerose multipla, sindrome de Guillan-Barre e mias-
tenia grave, e em disturbios neurodegenerativos do sistema nervoso, inclu-
indo doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson e doenga de Huntington.
TNFo esta envolvido também em disturbios de sistemas afins da retina e do
musculo, incluindo neurite éptica, degeneragdo macular, retinopatia diabéti-
ca, dermatomiosite, esclerose lateral amiotréfica, bem como em lesdes ao
sistema nervoso, incluindo leséo cerebral traumatica, lesdo aguda do cordao
espinhal, e acidente vascular cerebral.

A hepatite é outro disturbio inflamatério relacionado a TNFq,
que, dentre outros disparadores, pode ser causada por infecgdes virais, in-
cluindo Epstein-Barr, citomegalovirus, e virus das hepatites A-E. A hepatite
causa inflamagao aguda do figado na regido portal e lobular, e em seguida,
fibrose e progressao de tumores.

TNFo pode mediar a caquexia em cancer, que causa a maior
parte da morbidade e morbidez de cancer (Tisdale, M.J., Langenbecks Arch.
Surg. 389:299-305 (2004)).

O papel importante desempenhado por TNFa em inflamacéo,
em respostas celulares imunes e na patologia de muitas doencas, levou a
busca por antagonistas de TNFa.

TNFa € uma citocina importante, cujo bloqueio sistémico porta
o risco de maior frequéncia e gravidade de infecgbes clinicamente manifes-
tadas, particularmente a reativagcédo de tuberculose latente e possivelmente
outros riscos que incluem inducao de linfomas, doencas desmielinizantes e
insuficiéncia cardiaca. |

Uma classe de antagonistas de TNFq, desenhada para o trata-
mento de doengas mediadas por TNFqa, sdo anticorpos ou fragmentos de
anticorpos que se ligam especificamente a TNFq, e desta forma, bloqueiam
sua fungao. O uso de anticorpos anti-TNFo. demonstrou que um blogueio de
TNFo pode reverter efeitos atribuidos a TNFa, incluindo decréscimos em IL-
1, GM-CSF, IL-6, IL-8, moléculas de adeséo e destruicido tecidual (Feldmann
et al. Adv. Immunol. 1997:283-350 (1997)). '

Os anticorpos direcionados contra TNFq foram' propostos para
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a profilaxia e tratamento de choque endotdxico (Beutler et al., Science
234:470-474 (1985)). O uso de anticorpos anti-TNFa no tratamento de cho-
que séptico esta discutido em Bodmer et al., Crit. Care Med. 21:441-446
(1993); Wherry et al., Crit. Care Med. 21:436-440 (1993); e Kirschenbaum et
al., Crit. Care Med. 26:1625-1626 (1998).

Um meétodo para tratar uma doenca neurodegenerativa em um
humano administrando um anticorpo monoclonal anti-TNFo ou um seu frag-
mento ligante de TNFa foi descrito no documento n? US 2003/147.891.

O documento n® WO 0149321 enuncia o uso de bloqueadores
de TNFo, incluindo anticorpos anti-TNFo, para tratar distdrbios neurolégicos
e afins causados por TNFa. O documento fornece um método para tratar os
ditos disturbios administrando um antagonista de TNFo.

O documento n® WO 03047510 descreve varios tipos de anti-
corpos monoclonais e manipulados, direcionados contra TNFa, sua produ-
¢ao, compostos que os compreendem e o uso em medicina.

Os anticorpos uteis para terapias de doengas mediadas por
TNFa sao usualmente anticorpos monoclonais (mAb) produzidos por tecno-
logia com hibridomas a partir de uma fonte natural, usualmente um camun-
dongo, ou anticorpos obtidos por bioengenharia. Estes ultimos correspon-
dem a anticorpos de ocorréncia natural pelo fato de que eles compreendem
cadeias pesadas e leves de comprimento inteiro, ou aos fragmentos Fab que
também podem ser gerados a partir de anticorpos naturais por clivagem pro-
teolitica, ou a anticorpos scFv de cadeia unica, onde os fragmentos das re-
giGes variaveis das cadeias pesadas e leves sdo ligadas por um ligante pep-
tidico.

As cadeias pesadas e leves de um anticorpo compreendem
dominios constantes e varidveis. Como os anticorpos ndao-humanos sio i-

munogénicos, a quantidade de sequéncias semelhantes as humanas em um

-anticorpo ¢é frequientemente aumentada em um anticorpo assim denominado

"hibrido", que compreende regides constantes de uma IgG humana, e regi-
Oes variaveis equivalentes as sequéncias de um anticorpo de animal, na

maioria dos casos anticorpos murinos com a especificidade desejada. Estas
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regides variaveis podem ser entdo adaptadas adicionalmente para se torna-
rem mais similares a a um anticorpo humano tipico por mutagénese, levando
a um anticorpo "humanizado". Em ainda mais uma modalidade alternativa,
apenas as partes ligantes de antigenos, isto é, as regides determinantes
complementares (CDRs) das regides variaveis de um anticorpo de camun-
dongo sao combinadas com a estrutura de um anticorpo humano, resultando
em um anticorpo "enxertado com CDR".

Os anticorpos monoclonais contra TNFo foram descritos nas
técnicas anteriores. Meager et al., Hybridoma 6:305-311 (1987), descrevem
anticorpos monoclonais murinos contra TNFa recombinante. Shimamoto et
al., Immunol. Lett. 17:311-318 (1988), descrevem o uso de anticorpos mono-
clonais murinos contra TNFa na prevengcdo de choque endotdxico em ca-
mundongos.

A patente n® US 5.919.452 descreve anticorpos quiméricos anti-
TNFo e seu uso no tratamento de patologias associadas & presenga de
TNFo.

O uso de anticorpos anti-TNFao no tratamento de artrite reuma-
toide e doenca de Crohn esta discutido em Feldman et al., Transplantation

'Proceedings 30:4126-4127 (1998); Adorini et al., Trends in Immunology To-

day 18:209-211 (1997); e Feldman et al., Advanced Immunology 64:283-350
(1997). Os anticorpos para TNFa usados nesses tratamentos sdo geralmen-
te anticorpos quiméricos, tais como aqueles descritos na patente n? US
5.919.452.

O documento n® US 2003/3187231 descreve anticorpos anti-
TNFo humanizados com pelo menos uma regido CDR nao-humana que tem
melhores caracteristicas de ligacao. Além disso, no pedido de patente inter-
nacional n® WO 92/11383, estdo descritos anticorpos recombinantes, inclu-
indo anticorpos enxertados com CDR, especificos para TNFo. Rankin et al.,
Br. J. Rheumatol. 34:334-342 (1995), descrevem o uso desses anticorpos
enxertados com CDR no tratamento de artrite reumatdide.

O documento n® WO 9211383 descreve um anticorpo recombi-
nante humanizado enxertado com CDR especifico para TNFa, que é deriva-
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do a partir de um anticorpo monoclonal murino 61E7, hTNF1, hTNF3 ou
101.4, e ele enuncia a produgédo e uso dos ditos anticorpos no diagnéstico
e/ou terapia de disturbios associados a TNFo.

Dentre os inibidores de TNFa especificos que se tornaram co-
mercialmente disponiveis apenas recentemente, um anticorpo monoclonal,
quimérico murino-humano, direcionado contra TNFo. (infliximab, Remicade®;
Centocor Corporation/Johnson & Johnson), demonstrou eficacia clinica no
tratamento do disturbio inflamatério do intestino, doenga de Crohn (Baert et
al., Gastroenterology 116:22-28 (1999)). ’

O documento n® US 22002037934 descreve o tratamento de
hepatite pela administracdo de um anticorpo anti-TNFq, tal como in inflixi-
mab.

A patente n® US 6.428.787 enuncia o tratamento de doencgas
neurologicas e associadas a TNF com anticorpos anti-TNFa, incluindo infli-
ximab, CDP571 e D2E7.

D2E7 (adalimumab), um anticorpo monoclonal humano anti-
TNFo (Abbott), foi desenvolvido para tratar artrite reumatdide e doenga de
Crohn (documento n® WO 9729131). Celltech esta desenvolvendo CDP571
(documento n® EP 0626389), um anticorpo de IgG4 monoclonal anti-TNFa
humanizado, para tratar doenca de Crohn, e CDP870, um fragmento de anti-
corpo monoclonal anti-TNFa humanizado, para tratar artrite reumatéide. A
administracéao local dos ditos anticorpos esta descrita no documento n® US
20033185826.

Muitos anticorpos de cadeia uUnica (scFv's) foram gerados con-
tra uma série de antigenos diferentes, particularmente porque eles podem
ser selecionados facilmente quanto a uma alta capacidade de ligagéo, usan-
do técnicas tais como, por exemplo, apresentagdo de fagos ou apresentacao
de ribossomas. Aiém disso, podem ser produzidos anticorpos scFv podem
em sistemas microbianos, que estdo associados com menores custos em
comparagdo com a produgcdo de anticorpos terapéuticos de comprimento
inteiro.

Alem de aplicagdes convencionais extracelulares e in vitro, os
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scFv's tém sido usados também exitosamente para aplicagdes intracelulares
(Worn et al.,, JBC 28;275(4):2795-2803 (2000); Auf der Maur et al., JBC
22;277(47):45075-45085 (2002); Stocks, M.R., Drug Discovery Today
15;9(22):960-966 (2004)); assim sendo, foram desenvolvidos scFv's direcio-
nados contra antigenos intracelulares. Geralmente, a expressao intracelular
de scFv's funcional esta limitada por sua instabilidade, insolubilidade, e ten-
déncia a formar agregados. Por esta razéo, sistemas de triagem in vivo para
anticorpos scFv's, que sao particularmente sollveis e estaveis sob condi-
¢Oes redutoras tipicas para o ambiente intracelular (por exemplo, nucleo,
citoplasma), foram desenvolvidos exitosamente usando uma assim denomi-
nada triagem por "Controle de Qualidade" (documento n2 WO 03097697).
Além disso, essas estruturas apresentam niveis de expressao convencionais
e melhores propriedades de estabilidade e solubilidade também sob condi-
¢Oes naturais oxidantes no ambiente extracelular. Assim sendo, proprieda-
des biofisicas e bioquimicas favoraveis se traduzem em altos volumes de
producao favoraveis e permitem que esses fragmentos de anticorpos, uma
vez direcionados contra antigenos especificos, sejam aplicados localmente
e/ou por via sistémica como terapias protéicas em areas terapéuticas espe-
cificas. Como os anticorpos scFv e fragmentos Fab, em contraste com anti-
corpos de comprimento inteiro, carecem da parte Fc que é reconhecida pelo
receptor de Fc de mondcitos, tais como, por exemplo, células exterminado-
ras naturais, eles ndo evocam citotoxicidade mediada por células, dependen-
te de anticorpos (ADCC), e assim sendo, ndo provocam toxicidade inespeci-
fica devido a ligacao a receptores de Fc em células ndo-alvo.

Assim sendo, ha uma necessidade de se obter novas formas e-

ficazes de anticorpos para o tratamento de disturbios associados a TNFaq,

tais como artrite reumatoide, particularmente tratamentos que podem pro-

porcionar terapia prolongada controlada por administracdo local com um bai-
xo grau de efeitos colaterais. A presente invengao fornece anticorpos, com-
posicoes e métodos para o tratamento eficaz e continuo de processos infla-
matorios de artrite e outros disturbios ou mecanismos patofisioldgicos medi-
ados por TNFa, particularmente varias formas de dor.
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Todas publicacdes e referéncias aqui citadas sao aqui incorpo-
radas como referéncia em sua totalidade.
DESCRICAO DA INVENCAO

Assim sendo, € um objetivo geral da invencédo fornecer um anti-
corpo ou derivado de anticorpo estavel e solivel, que se liga especificamen-
te a TNFa in vivo. Em uma modalidade preferida, o dito derivado de anticor-
po é um anticorpo scFv ou um fragmento Fab.

Agora, para implementar estes e ainda outros objetos da inven-
¢ao, que tornar-se-d8o mais facilmente evidentes a medida que a descri¢do
prossegue, o dito anticorpo ou derivado de anticorpo se manifesta pelas ca-
racteristicas que ele compreende um dominio variavel de cadeia leve ou é
derivado da sequéncia SEQ ID NO: 1 que é combinada com um dominio
variavel de cadeia pesada sendo ou nao derivado da seqliéncia SEQ ID NO:
2, onde no caso de uma sequéncia derivada, a dita sequéncia tem no maxi-
mo até 5 mudangas dentro da estrutura do dito dominio VL (variavel leve)
e/ou no maximo até 9 mudangas dentro da estrutura do dito VH (variavel
pesado).

Uma modalidade preferida da presente invengdo é o dito anti-
corpo ou derivado de anticorpo, onde uma ou mais mudangas de aminoaci-
dos séao introduzidas em qualquer uma das posicdes selecionadas no grupo
das posicoes 4, 46, 65, 67, 70 e 83 do dominio VL, e/fou em uma ou mais
das posi¢Oes selecionadas no grupo das posi¢gdes 11, 16, 28, 43, 48, 68, 70,
71,72,73,76,77, 79, 93 e 112 do dominio VH. Mais preferivelmente, pelo
menos uma das conversdes leva a um aminoacido presente em SEQ ID NO:
3 para VL e/ou SEQ ID NO: 4 para VH, e ainda mais preferivelmente, no
maximo 13 conversdes no total estao presentes.

Mais preferivelmente, a dito anticorpo ou derivado de anticorpo
compreende um dominio VL da sequéncia SEQ ID NO: 1 e/ou um dominio
VH da sequéncia ou derivado da sequéncia SEQ ID NO: 2, ou um dominio
VL da sequéncia SEQ ID NO: 11 e um dominio VH da seqiéncia SEQ ID
NO: 4. Caso o dominio VH do anticorpo da presente invengcdo compreenda
um dominio VL de SEQ ID NO: 1, em uma modalidade preferida, a sequén-
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cia VH é derivada de SEQ ID NO: 2, de tal modo que a fenilalanina na posi-
¢ao 68 seja mudada para alanina, leucina, isoleucina, ou valina. Mudancas
adicionais dentro de VH sdo opcionais. Os anticorpos scFv deste tipo estao
fornecidos em SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO:
35, SEQ ID NO: 36 e SEQ ID NO: 37.

Em outra modalidade preferida da presente invengéo, o dito an-
ticorpo ou derivado de anticorpo é derivado do anticorpo com a seqiiéncia
VLde SEQID NO:1ea sequéncia VH de SEQ ID NO: 2 e compreende pelo
menos um residuo de aminoacido que é convertido, em pelo menos uma das
CDRs, em um residuo presente na CDR correspondente da seqiiéncia VL de
SEQ ID NO: 5 e/ou da sequéncia VH de SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 25.
Em uma modalidade mais preferida da presente invengdo, no dito anticorpo
ou derivado de anticorpo pelo menos uma das CDRs do grupo CDR2 de VL,
CDR3 de VL, CDR2 de VH ou CDR3 de VH é convertida na CDR correspon-
dente da sequéncia VL de SEQ ID NO: 5 e/ou da seqiiéncia VH de SEQ ID

NO: 25 ou SEQ ID NO: 6.

Mais preferiveimente, o dito anticorpo ou derivado de anticorpo compreende
as seguintes combinacdes de sequéncias VL/VH:

SEQ ID NO: 7 de VL/SEQ ID NO: 2 de VH,

SEQ ID NO: 8 de VL/SEQ ID NO: 2 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 9 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 25 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 28 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 29 de VH,

SEQ ID NO: 26 de VL/SEQ ID NO: 30 de VH,

SEQ ID NO: 27 de VL/SEQ ID NO: 30 de VH.

Em outra modalidade preferida, o anticorpo ou derivado de anti-
corpo da presente invengéo tem especificidade para TNFa humano. De pre-
feréncia, a ligacao do antigeno se distingue por uma Kg =100 nM ou menos.
Mais preferivelmente, € um anticorpo com uma Ky 10 nM ou menos, e mais
preferivelmente ainda, € um anticorpo com uma Kq 1 nM ou menos.

Os derivados de anticorpos de acordo com a presente invencdo
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sao, por exemplo, fusdes de Fc's, fusdes de toxinas, fusdes a atividades en-
zimaticas, diferentes formatos tais como anticorpos, diacorpos, anticorpos
lineares, anticorpos de cadeia unica, fragmentos de anticorpos biespecificos,
particularmente fragmentos scFv e Fab.

Outro objeto preferido da presente invengdo é um anticorpo
scFv cujos dominio VL e VH estao ligados por um ligante, de preferéncia em
um arranjo de sequéncias VL-ligante-VH. Mais preferivelmente, o dito ligante
tem a sequiéncia SEQ ID NO: 10. '

Outro objeto preferido da presente invengdo é um anticorpo
scFv derivado de SEQ ID NO: 40 (TB-A). Esse anticorpo pode ser obtido por
mutagénese, e compreende trés ou menos mutagdes na estrutura, na CDR
e/ou nas sequéncias ligantes. De preferéncia, o anticorpo tem a seqiéncia
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, ou SEQ ID NO: 38.

Outro objeto preferido da presente invengéo é o fragmento Fab
que compreende um dominio VL que é fundido & regido constante de uma
cadeia kapa de Ig humana, e um dominio VH que é fundido ao dominio CH1
de IgG humana, com o que dois polipeptideos de fusdo estido ligados por
uma ponte dissulfeto entre cadeias.

Em ainda outro aspecto, o anticorpo ou derivado de anticorpo,
por exemplo, o fragmento de anticorpo da presente inven¢do é marcado ou
quimicamente modificado.

A presente invengao fornece também uma seqliéncia de DNA
que codifica qualquer um dos anticorpos ou derivados de anticorpos da pre-
sente invengao, bem como um vetor de clonagem ou de expressao que con-
tém a dita sequéncia de DNA. Além disso, fornece-se uma célula hospedeira
apropriada transformada com a dita sequéncia de DNA, que de preferéncia é
uma célula de E. coli, de levedura ou de mamifero.

Além disso, fornece-se um método para a producdo dos anti-
corpos ou derivados de anticorpos da presente invengdo, compreendendo

cultivar a célula hospedeira transformada com o DNA que codifica qualquer
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um dos ditos anticorpos ou derivados de anticorpos, sob condicdes que
permitem a sintese do dito anticorpo ou derivado de anticorpo, e recuperar a
dita molécula a partir da dita cultura. De preferéncia, o dito método fornece
um anticorpo scFv ou fragmento Fab purificado a pantir de E. coli.

Outro aspecto da presente invengdo é o uso dos anticorpos ou
derivados de anticorpos fornecidos pela presente invencdao como uma ferra-
menta diagndéstica para diagnésticos in vitro, e/ou como um produto farma-
céutico. Este uso € particularmente preferido no contexto de qualquer condi-
¢ao relacionada a TNFo.

A presente invengdo engloba também uma composi¢cdo que
compreende um anticorpo ou derivado de anticorpo da presente invencéo
em combinagao com um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel, a dita composi¢cao a ser usada como um medicamento para o tra-
tamento de doengas associadas a TNFa.

Em um outro aspecto, a presente invengao fornece uma prepa-

‘racédo combinada que compreende um anticorpo ou derivado de anticorpo da

presente invengéo, de preferéncia com um segundo composto que ndo é um
anticorpo ou derivado de anticorpo especifico para TNFa.

Em ainda outro aspecto da presente invengao, o vetor que
compreende a sequéncia de DNA que codifica um anticorpo scFv da presen-
te invencgado é usado para terapia génica.

O tratamento de doengas associadas a TNFa é realizado bio-
queando TNFo devido a uma forte interagdo de TNFa com o anticorpo ou
derivado de anticorpo. De preferéncia, visa-se um tratamento de doencas
auto-imunes, condi¢cdes agudas ou cronicas de inflamagao, doengas relacio-
nadas a cancer, dor, disturbios neurolégicas e neurodegenerativas, doencas
infecciosas e doencas cardiovasculares.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invengao sera mais bem entendida e os objetos diferentes da-
queles enunciados acima tornar-se-ao evidentes ao se considerar a sua
descricao detalhada que se segue. Esta descricdo faz referéncia aos dese-

nhos anexos, onde:
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A Figura 1 ilustra um esquema dos anticorpos scFv com as se-
guéncias de TB-A e TB-B delimitando a faixa das variagbes mais freqientes.
Os asteriscos designam as posi¢cdes nas quais mudangas de aminodacidos
na estrutura dos anticorpos da presente invencao sao toleradas. Os aminoa-
cidos indicados embaixo das CDRs (estando as CDRs enfatizadas com um
fundo cinza) podem ser usados nas respectivas CDRs;

A Figura 2 ilustra um esquema exemplificativo para a expressdo
de um fragmento Fab;

A Figura 3 ilustra o rendimento da producédo de scFv's quando
expressados em E. coli. (A) Eletroforese em SDS-gel de poliacrilamida de
proteinas expressadas. (B) Filtracao analitica em gel de TB-A e TB-wt, ilus-
trando a excelente solubilidade de TB-A,;

A Figura 4 ilustra uma compracao da afinidade de diferentes an-
ticorpos scFv por TNFa, determinada por ELISA; - |

A Figura 5 ilustra a inibicao da citotoxicidade induzida por TNFo
humano em fibroblastos L929 do camundongo. (A) Inibicdo dependente da
concentracao de TB-A em comparacao com TB-wt e infliximab com valores
de Clso. (B) Comparagéo de derivados de TB-A para bloquear a citotoxicida-
de induzida por TNFo. (C) Comparacao de formatos scFv e Fab de TB-A.

A Figura 6 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo do in-
chago das articulagdes induzido por TNFa humano no rato (Experimento:
5.3, Experimento 1).

A Figura 7 ilustra o esquema de pontuagdes para pontuagéo de
inflamacgao histopatolégica.

A Figura 8 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo sobre a
inflamacéao de articulagbes induzida por TNFo. humano no rato Experimento
5.3, Experimento 1).

A Figura 9 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo sobre o
inchago de articulagdes induzido por TNFo. humano no rato Experimento 5.3,
Experimento 2).

A Figura 10 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo sobre a
inflamacgéao de articulagdes induzida por TNFo humano no rato Experimento
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5.3, Experimento 2).

A Figura 11 ilustra a estabilidade de TB-A em diferentes fluidos
corporais.
MODOS PARA CONDUZIR A INVENCAQO

Descobriu-se que os anticorpos ou derivados de anticorpos que
compreendem as estruturas identificadas na assim denominada triagem com
“controle de qualidade" (documento n® WO 0148017) distinguem-se por uma
estabilidade e/ou solubilidade geralmente alta, e assim sendo, podem ser
uteis também no contexto de aplicacbes extracelulares tais como a neutrali-
zagao de TNFo. A presente invencao fornece anticorpos ou derivados de
anticorpos distinguidos por maior estabilidade e solubilidade, que reconhe-
cem € se ligam especificamente a TNFo, e assim sendo, sdo apropriados
para bloquear a fungéo de TNFa in vivo. Os ditos anticorpos ou derivados de
anticorpos distinguem-se por uma estrutura especial derivada a partir de tri-

agem com "controle de qualidade" para anticorpos com estruturas particu-

larmente estaveis e soluveis independentemente do seu sitio de ligacdo a

antigeno que foi descrito no documento n® EP 1479694. Caso as estruturas
usadas na triagem sejam estruturas de anticorpos humanos, elas podem ser
consideradas como estruturas ndo-imunogénicas para aplicagdes humanas.
As CDRs dos anticorpos da presente invengdo sio idénticas ou derivadas
das CDRs do anticorpo monoclonal murino Di62 (Déring et al., 1994) que se
liga especificamente ao TNFo. humano com uma alta afinidade (Kd = 0,4 nM)
e pode bloquear a ligagdo de TNFa ao seu receptor. Além disso, Di62 inibe
a citotoxicidade induzido por TNFo humano em células L929 do camundon-
go. A etapa obvia de enxertar CDRs do anticorpo do camundongo na estru-

tura do aceptor humano aparentemente mais apropriado com propriedades

‘indefinidas de ligagcao de antigeno, a dita estrutura tendo a sequiéncia de VL

SEQ ID NO: 5 e a sequéncia de VH SEQ ID NO: 6, as ditas sequéncias sen-
do ligadas por um ligante (GGGGS)4 (SEQ ID NO: 10), resultou em um anti-
corpo scFv da seqliéncia
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKRLIYSA
FNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQG
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TKLEVRRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVYS
CTASGYSFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTL
TRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS

(SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 10 + SEQ ID NO: 4) o dito anticorpo sendo
denominado TB-B. TB-B deu bons rendimentos na expressao de proteinas

(Figura 3a), mas foi incapaz de se ligar especificamente a TNFa (Figura 4a).

Assim sendo, para obter um anticorpo ou derivado de anticorpo
que é (i) suficientemente especifico para se ligar a TNFa, (ii) suficientemente
soluivel para permitir a produgdo e purificacdo eficientes e para bloquear
TNFo in vivo, (iii) suficientemente estavel para ser Gtil como um produto far-
macéutico sem sofrer uma degradagao rapida, e (iv) suficientemente nao-
imunogénico, buscou-se um compromisso entre a melhor solubilidade e as
melhores caracteristicas de ligacao a antigenos, variando a estrutura e as
CDRs. A presente invengéo fornece um sequéncia para VL e VH que é oti-
mizada para combinag¢ao dos critérios (i-iv). Um anticorpo scFv que compre-
ende o dito VL (SEQ ID NO: 1 ligada por um ligante (GGGGS), ao dito VH
(SEQ ID NO: 2) é denominado TB-A. A sequéncia de TB-A ¢é fornecida por
SEQ ID NO: 40. Este anticorpo ¢ ainda razoavelmente estavel e soltvel para
da rendimentos satisfatorios quando expressado e purificado a partir de E.
coli (Figura 3A), e ele nao se agrega (Figura 3B). Suas caracteristicas de
ligagao a TNFo séo excelentes, com uma Kd 0,8 nM.

A presente invengéo descreve também sequéncias de VL e VH
derivadas da sequéncia presente em TB-A de varias maneiras. Primeiramen-
te, mutagSes pontuais em até cinco posi¢cdes na estrutura de VL e/ou em até
nove posi¢cdes na estrutura de VH demonstraram ser aceitaveis, especial-
mente as mutagdes pontuais que tornam as estruturas mais semelhantes a
TB-B, isto €, mais semelhante a SEQ ID NO: 3 para VL ou SEQ ID NO: 4
para VH. Um anticorpo scFv qe compreende um dominio VL com a sequén-
cia SEQ ID NO: 11 e um dominio VH com a sequéncia SEQ ID NO: 4, liga-
das pelo ligante (GGGGS)4, € denominado TB-B R46L porque ele difere de
TB-B apenas na posicdo 46 de VL. Em contraste com TB-B, este anticorpo
ainda tem boas propriedades de ligagdo a TNFo (Kd = 100 nM). Isto sugere
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que o numero de mudangas em TB-B R46L em relacdo a TB-A representa
aproximadamente o limite superior para mudancas na estrutura do dominio
variavel.

Em uma modalidade preferida da presente invencédo, apenas
mutac¢des pontuais singulares ou duplas sdo introduzidas nas estruturas de
VL e/ou VH de TB-A. Os residuos preferidos das estruturas para mutagdes
sao nas posigoes 4, 46, 65, 67, 70 e/ou 83 para VL, e nas posicdes 11, 16,
28, 43, 48, 68, 70, 71, 72, 73, 76, 77,79, 93 e/ou 112 para VH. As posigdes
sdo numeradas de acordo com a numeragao nas listagens de seqliéncias.
As substituicbes de aminoacidos sao, de preferéncia, "conservativas", ou de
tal modo que os aminoacidos substituintes sejam mais similares ou de prefe-
réncia mesmo idénticos aos aminoacidos correspondentes presentes na se-
quéncia de TB-B. Por exemplo, A76 de VH em TB-A pode ser mudado para
176 como ele esta presente em TB-B, mas ele pode ser trocado também por
outro aminoacido com uma cadeia lateral similar, isto é, uma cadeia lateral .
apolar, tal como V ou L. Este € um exemplo de uma substituicdo "conserva-
tiva" de aminoacido. As familias de residuos de aminoacidos que tém cadei-
as laterais similares apropriadas para substituicdes "conservativas", como
aqui utilizadas, foram definidas nessas técnicas, incluindo cadeias laterais
basicas (K, R, H), cadeias laterais acidas (D, E), cadeias laterais polares
sem carga (Q, N, S, T, Y, C), cadeias laterais apolares (G, A, V, L, |, P, F, M,
W), cadeias laterais ramificadas em beta (T, V, |) e cadeias laterais aromati-
cas (Y, F, W, H). Uma mudanca conservativa preferida é aquela de VL na
posicao 83, pelo fato de que V é mudada para F (SEQ ID NO 26) ou para A
(SEQ ID NO: 27). Entretanto, em SEQ ID NO: 32, uma mudancga néo-
conservativa em VL € V83E, que é combinada com uma mudanca em C-
DR1, isto €, N31D, e em VH com V79A. Outra variante extraordinaria de TB-
A é aquela de SEQ ID NO: 33, com uma troca conservativa de F68L em VH
ligada a VL por um ligante que porta um R na posigéo 2, substituindo G.

As trocas de aminoacidos singulares mais preferidas sdo R65S
ou Y67L em VL e K43Q ou F68 por V, L ou A em VH. As mudancas duplas
muito mais preferidas sdo F70L/L72R ou A761/S77G em VH. Os anticorpos
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scFv que compreendem sequéncias de TB-A com as ditas alteragdes apre-
sentam inibi¢ao da toxicidade induzida por TNFa em células L929. Os resul-
tados de algumas delas estao indicados na Figura 5B. Suas sequéncias séo
as seguintes:

SEQ ID NO: 18 = TB-A H_K43Q (TB-A H43)

SEQ ID NO: 19 = TB-A H_F68V (TB-A H68)

SEQ ID NO: 20 = TB-A H_F70L/L72R (TB-A H70/72)

SEQ ID NO: 21 = TB-A H_A761/S77G (TB-A H 76/77)

SEQ ID NO: 22 = TB-A L_46R (TB-A L46)

SEQ ID NO: 23 = TB-A L_R65S (TB-A L65)

SEQ ID NO: 24 =TB-A L_Y67S (TB-A L67)

Em uma modalidade preferida, qualquer um dos dominios VH
supramencionados pode ser combinado com qualquer um dos dominios VL
supramencionados.

Em outra modalidade preferida da presente invengao, os domi-
nios VL e VH de TB-A e TB-B sdo embaralhados, de tal modo que o0 dominio
VL de TB-A (SEQ ID NO: 1) seja combinado com o dominio VH de TB-B
(SEQ ID NO: 4), ou o dominio VL de TB-B (SEQ ID NO: 4) é combinado com
o dominio VH de TB-AX(SEQ ID NO: 2). Em uma modalidade muito mais pre-
ferida, as versdes embaralhadas obtidas em um scFv estédo ligadas com o
ligante (GGGGS)4 da sequéncia SEQ ID NO: 10, resuitando nos anticorpos
scFv TB-AB (SEQ ID NO: 12) ou TB-BA (SEQ ID NO: 13), respectivamente.
O dito ligante (GGGGS)4 pode ter uma troca de aminoacidos de uma glicina
por um aminoacido mais hidrofilico, isto é, polar ou mesmo carregado, que
pode tornar o anticorpo mais soluvel. Dentre estas variagdes, aquela com a
sequéncia GRGGS-(GGGGS); (SEQ ID NO: 39) é preferida.

Esta também dentro do ambito da presente invencdo combinar
os dominios VL ou VH de sequéncias semelhantes a TB-B com os dominios
VH ou VL de sequéncias semelhantes a TB-A; onde semelhante a TB-B/TB-
A significa que as sequéncias sao mais iguais a uma do que a outra.

Em ainda outra modalidade preferida da presente inveng¢ao, um

ou mais aminoacidos sdo mudados nas regides CDR das seqliéncias de VL
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e/ou VH de TB-A para equivaler aos aminoéacidos correspondentes presen-
tes nas sequéncias selecionadas SEQ ID NO: 5 de VL e/ou SEQ ID NO: 6
ou SEQ ID NO: 25 de VH. Sao mais preferidas as mudancas em uma das
CDRs de VL (CDR2 de VL ou CDR3 de VL) e/ou das CDRs de VH (CDR2 ou
CDR3), sendo que as mudancgas mais preferidas levam as seqiiéncias de VL
SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8 e/ou as seqgliéncias de VH SEQ ID NO: 25
ou SEQ ID NO: 9, respectivamente.

Em outra modalidade preferida da presente invengdo, as se-
guéncias de VL SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 27 sdao combinadas com a
sequéncia de VH SEQ ID NO: 30. Em ainda outra modalidade preferida da
presente invengao, a seqiéncia de VL SEQ ID NO: 1 é combinada com as
sequéncias de VH SEQ ID NO: 28 ou SEQ ID NO: 29.

Geralmente, qualquer uma das sequéncias de VL descritas po-
de ser combinada com qualquer uma das seqiéncias de VH descritas.

Os objetos da presente invengdo sdo anticorpos e fragmentos
de anticorpos, particularmente polipeptideos VL ou VH, anticorpos de cadeia
unica (scFv) ou fragmentos Fab. No caso de anticorpos scFv, um dominio
VL selecionado pode ser ligado a um dominio VH selecionado na orientagao
por um ligante flexivel. Um ligante apropriado do estado da técnica consiste
em sequéncias de aminoacidos GGGGS repetidas ou suas variantes. Em
uma modalidade preferida da presente invencdo, usa-se um ligante
(GGGGS), com a sequéncia SEQ ID NO: 10 ou seu derivado SEQ ID NO:
39, mas as variantes com 1 a 3 repeticbes também sao possiveis (Holliger et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)). Outros ligantes que
podem ser usados na presente invencdo estdo descritos por Alfthan et al.,
Protein Eng. 8:725-731 (2001); Choi et al. Eur. J. Immunol. 31:94-106
(2001); Hu et al., Cancer Res. 56:3055-3061 (1996); Kipriyanov et al., J. Mol.
Biol. 293:41-56 (1999); e Roovers et al., Cancer Immunol. Immunother.
50:51-59 (2001). O arranjo pode ser VL-ligante-VH ou VH-ligante-VL, sendo
preferida a primeira orientacao.

No caso de fragmentos Fab, os dominios variaveis com cadeia

leve VL selecionados sdo fundidos a regido constante de uma cadeia kapa
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de Ig humana, enquanto que os dominios variaveis com cadeia pesada VH
apropriados sdo fundidos ao primeiro dominio constante (terminal N) CH1 de
uma IgG humana. Em uma modalidade exemplificativa da presente inven-
¢ao, o dominio Cx humano tem a sequéncia SEQ ID NO: 14 e o dominio
CH?1 usado para construir os fragmentos Fab tem a sequéncia SEQ ID NO:
15. A Figura 2 ilustra um exemplo de um fragmento Fab no qual os dominios
VL e VH de TB-A s&o usados de tal modo que o dominio VL esteja ligado
diretamente ao dominio constante kapa humano, resultando na sequéncia
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKLLIYSA
FNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQG
TKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWVDNAL
QSGNSQESVTEEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 14) e o dominio VH esta fun-
dido ao primeiro dominio constante (CH1), resultando na sequéncia
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAAPGKGLEW
MGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCAR
ERGDAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFSEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYI
CNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCTS (SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 15).

No terminal C, uma ponte dissulfeto entre cadeias é formada
entre os dois dominios constantes.

Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invengéo
podem ter afinidades por TNFo humano com constantes de dissociagcao em
uma faixa entre 0,8-10.000 nM. Em uma modalidade preferida da presente
invengédo, a Kq € < 10 nM. A afinidade de um anticorpo por um antigeno pode
ser determinada experimentalmente usando um método apropriado (Ber-
zofsky et al., "Antibody-Antigen Interactions”, em "Fundamental Immuno-
logy", Paul, W.E., editor, Raven Press, New York, NY (1992); Ruby, J., "Im-
munology", W.H. Freeman and Company, New York, NY), e os métodos la
descritos.

Em um aspecto da presente invencao, os anticorpos ou deriva-

dos de anticorpos, especialmente os fragmentos scFv ou Fab, sdo marca-
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dos. A marcacgao detectavel de um anticorpo ou derivado de anticorpo espe-
cifico de TNFa pode ser realizada ligando-o a uma enzima para uso em um
imunoensaio de enzima (EIA) ou ensaio imunoabsorvente ligado a enzima
(ELISA), que sao métodos bem conhecidos pelos versados nessas técnicas
(por exemplo, "Current Protocols in Immunology", Coligan et al., editores,
John Wiley & Sons, 2005).

Marcando de forma radioativa os anticorpos ou derivados de
anticorpos especificos de TNFa, € possivel detectar TNFa através do uso de
radio-imunoensaio (RIA) (vide, por exemplo, Work et al., "Laboratory Techni-
ques and Biochemistry in Molecular Biology", North Holland Publishing Com-
pany, NY (1978). O radioisétopo pode ser detectado pelo uso de um conta-
dor gama ou um contador de cintilagao ou por auto-radiografia. Os isétopos
particularmente uteis sao °H, ®'l, 35S, '“C, e de preferéncia, '%°I.

Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invencao
podem ser marcados também com compostos fluorescentes de marcacao,
tais como fluoresceina, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, alofi-
cocianina, o-ftaldeido e fluorescamina, ou com compostos quimiolumines-
centes tais como luminol, éster teromatico de acridinio, sal de imidazol-
acridinio e éster oxalato.

Os protocolos de marcacao e deteccao sdao bem conhecidos
pelos versados nessas técnicas. Por exemplo, eles estdo disponiveis em
*Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No. 1 (Harlow, E.
e Lane, D., 1998).

Os anticorpos ou derivados de anticorpos marcados da presen-
te invencao sao uteis para propositos diagnésticos, particularmente a detec-
cao de TNFo em uma amostra bioldgica removida de um paciente. Qualquer
amostra que contém TNFo pode ser usada, como por exemplo, fluidos bio-
I6gicos tais como sangue, soro, linfa, urina, exsudato inflamatério, liquido
cerebroespinhal, liquido amnidtico, extrato ou homogeneizado tecidual, e

similares, ou espécimes histolégicos para deteccgéao in situ.
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Preparacoes Farmacéuticas
Definicdes:
O termo "formulacao farmacéutica" refere-se a preparagdes que

estao em uma forma tal que permite a atividade biolégica do anticorpo ou
derivado de anticorpo seja inequivocamente eficaz, e que nao contém quais-
quer componentes adicionais que sao téxicos para os individuos aos quais a
formulagao seria administrada. Excipientes (veiculos, diluentes) "farmaceuti-
camente aceitaveis" sao aqueles que podem ser administrados razoavel-
mente a um individuo mamifero para fornecer uma dose eficaz do ingredien-
te ativo a ser empregado.

Uma formulagcao "estavel" € uma na qual o anticorpo ou derivado
de anticorpo dentro dela retém essencialmente sua estabilidade fisica e/ou
sua estabilidade quimica e/ou atividade bioldgica depois da estocagem. Va-
rias técnicas analiticas para medir a estabilidade de proteinas estido disponi-
veis nessas técnicas e estdo revisadas em "Peptide and Protein Drug Deli-
very", 247-301, Vincent Lee, editor, Marcel Dekker, Inc., New York, NY, edi-
tora (1991); e Jones, A., Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90 (1993), por e-
xemplo. A estabilidade pode ser medida em uma temperatura selecionada
por um periodo de tempo selecionado. De preferéncia, a formulacdo é esta-
vel a temperatura ambiente (cerca de 30 °C) ou a 40 °C por pelo menos 1
més e/ou estavel a cerca de 2-8 °C por pelo menos 1 ano ou pelo menos 2
anos. Além disso, a formulacéo é, de preferéncia, estavel apdés congelamen-
to (até, por exemplo, -70 °C) e descongelamento da formulacgéo.

Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua estabilidade
fisica" em uma formulagao farmacéutica, caso ele nao apresente quaisquer
sinais de agregacao, precipitagdo e/ou desnaturagdo apés exame visual de
cor e/ou limpidez, ou como medida por dispersao de luz UV ou por cromato-
grafia por exclusao de tamanho.

Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua estabilidade
quimica" em uma formulacdo farmacéutica, caso a estabilidade quimica em
um dado tempo seja tal que a proteina seja considerada como ainda retendo

sua atividade biologica, como definido abaixo. As estabilidade quimica pode
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ser avaliada detectando e quantificando formas quimicamente alteradas da
proteina. A alteracdo quimica pode envolver modificacdo de tamanho (por
exemplo, recorte) que pode ser avaliada usando SDS-PAGE e/ou espectro-
metria de massas por ionizagao/tempo de véo e dessorcdo a laser auxiliada
com matriz (MS MALDI/TOF), por exemplo. Outros tipos de altera¢des qui-
micas incluem alteragdo de carga elétrica (por exemplo, ocorrendo como
resultado de desamidagao) que pode ser avaliada por cromatografia por tro-
ca ibnica, por exemplo. »

Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua atividade bio-
I6gica" em uma formulacéo farmacéutica, caso a atividade biolégica do anti-
corpo em um dado tempo fique dentro de cerca de 10% (dentro dos erros do
ensaio) da atividade biolégica apresentada na hora em que a formulacéao
farmacéutica foi preparada, determinada em m ensaio de ligagdo de antige-
no, por exemplo. Outros ensaios de "atividade biolégica" para anticorpos
estao elaborados abaixo neste relatorio descritivo.

O termo "isoténica" significa que a formulacdo de interesse tem
essencialmente a mesma pressao osmatica que o sangue humano. As for-
mulagdes isotbnicas devem ter geralmente uma pressdao osmética entre cer-
ca de 250 e 350 mOsm. A isotonicidade pode ser medida usando um osmo-
metro do tipo pressao de vapor ou congelamento em gelo, por exemplo.

Um "poliol" é uma substancia com multiplos grupos hidroxila, e
inclui agucares (acucares redutores e ndo-redutores), alcoois de agucares e -
acidos de acgucares. Os polidis preferidos neste caso tém um peso molecular
menor do que cerca de 600 kD (por exmeplo, na faixa entre cerca de 120 e
cerca de 400 kD). Um "agucar redutor" € um que contém um grupo hemiace-
tal que pode reduzir ions metalicos ou reagir de forma covalente com lisina
Oou outros grupos aminicos em proteinas, € um "agucar nao-redutor" é um
que nao tem estas propriedades de um agucar redutor. Os exemplos de a-
cucares redutores sao frutose, manose, maltose, lactose, arabinose, xilose,
ribose, ramnose, galactose e glicose. Os agucares nao-redutores incluem
sacarose, trealose, sorbose, melezitose e .rafinose. Manitol, xilitol, éritritol,

treitol, sorbitol e glicerina sdo exemplos de alcoois de actcares. Quanto aos
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acidos de acgucares, eles incluem L-gliconato e seus sais metalicos. Quando
for desejado que a formulagdo seja estavel apds congelamen-
to/descongelamento, o poliol é, de preferéncia, um que nao cristalize nas
temperaturas de congelamento (por exemplo, -20 °C), de tal modo que ele
desestabilize o anticorpo na formulagdo. Os aclcares ndo-redutores tais
como sacarose e trealose sao os polidis preferidos neste caso, sendo que a
trealose e preferida em detrimento de sacarose por causa da estabilidade
excelente em solugao da trealose.

Como aqui utilizado, o termo "tampao" refere-se a uma solugéo
tamponada que resiste a mudancgas no pH pela agao dos seus componentes
conjugados acidos/basicos. O tampao desta invengao tem um pH na faixa
entre cerca de 4,5 e cerca de 6,; de preferéncia, entre cerca de 4,8 e cerca
de 5,5; e mais preferivelmente, tem um pH de cerca de 5,0. Os exemplos de
tampoes que controlardo o pH nesta faixa incluem acetato (por exemplo,
acetato de sodio), succinato (tal como succinato de sédio), gliconato, histidi-
na, citrato e outros tampdes de acidos orgénicos. Quando uma formulacédo
estavel ap6s congelamento/descongelamento for desejada, o tamp&o nao é
de preferéncia fosfato.

Em um sentido farmacoldgico, no contexto da presente inven-
¢ao, uma "quantidade terapeuticamente eficaz" de um anticorpo ou derivado
de anticorpo refere-se a uma quantidade eficaz na prevencéo ou tratamento
de um distarbio para cujo tratamento o anticorpo ou derivado de anticorpo é
eficaz. Uma "doencga/disturbio é qualquer condicdo que se beneficiara do
tratamento com o anticorpo ou derivado de anticorpo. Isto inclui disturbios ou
doengas crénicas e agudas, incluindo aquelas condigbes patoldgicas que
predispoem o mamifero ao disturbio em questao.

Um "conservante" € um composto que pode ser incluido na formulagéo para
reduzir essencialmente a agcéo bacteriana nela, possibilitando assim a pro-
ducao de uma formulag@o para multiplos usos, por exemplo. Os exemplos
de conservantes potenciais incluem cloreto de -octadecil-dimetil-benzil-
amonio, cloreto de hexametbnio, cloreto de benzalcénio (uma mistura de

cloretos de alquil-benzil-dimetil-aménio na qual os grupos alquila sdo com-
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postos de cadeia longa), e cloreto de benzetdnio. Outros tipos de conservan-
tes incluem alcoois aromaticos, tais como fenol, alcool butilico e benzilico,
alquil-parabens tais como metil- ou propil-parabeno, catecol, resorcinol, ci-
clo-hexanol, 3-pentanol, e m-cresol. O conservante mais preferido neste ca-
so é alcool benzilico.

A presente invencao fornece também composicoes farmahéuti-
cas que compreendem um ou mais anticorpos ou compostos derivados de
anticorpos, junto com pelo menos um veiculo ou excipiente fisiologicamente
aceitavel. As composigbes farmacéuticas podem compreender, por exemplo,
uma ou mais entre agua, tampdes (por exemplo, solugdo salina tamponada
neutra ou solucao salina tamponada com fosfato), etanol, 6leo mineral, 6leo
vegetal, sulféxido de dimetila, carboidratos (por exemplo, glicose, manose,
sacarose ou dextranos), manitol, proteinas, adjuvantes, polipeptideos ou
aminoacidos tais com glicina, antioxidantes agentes quelantes tais como
EDTA ou glutationa e/ou conservantes. Como assinalado acima, outros in-
gredientes ativos podem, porém nao necessariamente, ser incluidos nas
composigdes farmacéuticas aqui fornecidas.

Um veiculo é uma substancia que pode ser associada com um
anticorpo ou derivado de anticorpo antes da administracdo a um paciente,
freqientemente com o propdsito de controlar a estabilidade ou biodisponibi-
lidade do composto. Os veiculos para uso em tais formulagdes sio geral-
mente biocompativeis, e podem ser também biodegradaveis. Os veiculos
incluem, por exemplo, moléculas monovélentes ou multivalentes tais como
albumina sérica (por exemplo, humana ou bovina), albumina do ovo, pepti-
deos, polilisina, e polissacarideos tais como aminodextrano e poliamidoami-
nas. Os veiculos incluem também materiais de suporte sélidos tais como
pérolas e microparticulas que compreendem, por exemplo, polilactato, poli-
glicolato, poli(lactideo-co-glicolideo), poliacrilato, latex, amido, celulose ou
dextrano. Um veiculo pode portar os compostos de uma série de maneiras,
incluindo ligagao covalente (diretamente ou por intermédio de um grupo li-
gante), interacado néao-covalente, ou mistura.

As composicoes farmacéuticas podem ser formuladas para
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qualquer maneira de administracdo, incluindo, por exemplo, administragcéo
topica, oral, nasal, retal ou parenteral. Em certas modalidades, as composi-
cbes em uma forma apropriada para uso oral sao preferidas. Essas formas
incluem, por exemplo, pilulas, comprimidos, trociscos, pastilhas, suspensdes
aquosas ou oleosas, pds ou granulos dispersaveis, emulsdes, capsulas de
gelatina duras ou moles, ou xaropes ou elixires. Em ainda outras modalida-
des, as composi¢coes aqui fornecidas podem ser formuladas como um liofili-
zado. O termo "parenteral”, como aqui utilizado, inclui injecao subcutanea,
intradérmica, intravascular (por exemplo, intravenosa), intramuscular, espi-
nhal, intracraniana, intratecal e intraperitoneal, bem como qualquer injecdo
similar ou técnica de infuséo.

As composigOes pretendidas para uso oral podem ser prepara-
das de acordo com qualquer método conhecido para a fabricagdo de com-
posi¢des farmacéuticas e podem conter um ou mais agentes, tais como a-
gentes edulcorantes, sabores, agente colorante, e agentes conservantes,
para produzir preparagdes atraentes e palataveis. Os comprimidos contém o
ingrediente ativo em mistura com excipientes fisiologicamente aceitaveis a-
propriados para a fabricacdo de comprimidos. Tais excipientes incluem, por-
exemplo, diluentes inertes (por exemplo, carbonato de calcio, carbonato de
sédio, lactose, fosfato de célcio ou fosfato de sédio), agentes granuladores e
desintegradores (por exemplo, amido de milho ou &acido alginico), agentes
aglutinantes (por exemplo, amido, gelatina ou acacia) e agentes lubrificantes
(por exemplo, estearato de magnésio, acido estearico ou talco). Os compri-
midos podem ser nao-revestidos ou eles podem ser revestidos por técnicas
conhecidas para retardar a desintegracdo e absorgédo no trato gastrointesti-
nal, e desta forma, proporcionar uma agao prolongada durante um periodo
mais longo. Por exemplo, um material retardador, tais como monoestearato
de glicerila ou diestearato de glicerila, podem ser empregados.

As formulagdes para uso oral podem ser apresentadas também
com capsulas de gelatina duras, onde o ingrediente ativo é misturado com
um diluente sélido inerte (por exemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio

ou caulim), ou como capsulas de gelatina moles, onde o ingrediente ativo é
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misturado.com agua ou um meio oleoso (por exemplo, éleo de amendoim,
parafina liquida ou 6leo de oliva). As suspensdes aquosas contém o anticor-
po ou derivado de anticorpo em mistura com excipientes apropriados para a
fabricacdo de suspensdes aquosas. Tais excipientes incluem auxiliares de
suspensdo (por exemplo, carbdxi-metil-celulose sdédica, metil-celulose, hi-
droxi-propil-metil-celulose, alginato de sédio, poli(vinil-pirrolidona), goma de
tragacanto, e goma de acacia); e agentes dispersantes ou umectantes (por
exemplo, fosfatideos de ocorréncia natural tais como lecitina, produtos da
condensacao de um oxido de alquileno com acidos graxos, tais como estea-
rato de polioxietileno, produtos da condensagao de 6xido de etileno com al-
coois alifaticos de cadeia longa, tais como heptadecaetilendxi-cetanol, pro-
dutos da condensagao de 6xido de etileno com ésteres parciais derivados de
acidos graxos e hexitol, tais como monooleato de sorbitol com polioxietileno,
ou produtos da condensacao de 6xido de etileno com ésteres parciais deri-.
vados de &cidos graxos e anidridos de hexitol tais como monooleato de sor-
bitano com polietileno). As suspenstes aquosas podem compreender tam-
bém um ou mais conservantes, como por exemplo, p-hidroxi-benzoato de
etila ou n-propila, um ou mais agentes adogantes um ou mais sabores, e um
ou mais agentes edulcorantes tais como sacarose ou sacarina. Os xaropes e
elixires podem ser formulados com agentes adogantes, tais como glicerol,
propilenoglicol, sorbitol ou sacarose. Tais formulagdbes podem compreender
também um ou mais demulcentes, conservantes, aromatizantes e/ou colo-
rantes.

As suspensdes oleosas podem ser formuladas colocando os in-
gredientes ativos em suspensao em um o6leo vegetal (por exemplo, 6leo de

amendoim, 6leo de oliva, éleo de gergelim ou 6leo de coco), ou em um dleo

~ mineral tal como parafina liquida. As suspensdes oleosas podem conter um

agente espessante, tal como cera de abelha, parafina dura ou alcool cetilico.
Agentes adogantes, tais como aqueles enunciados acima, e/ou aromatizan-
tes podem ser adicionados para produzir preparagdes orais palataveis. Tais
suspensdes podem ser conservadas pela adicdo de um antioxidante tal co-

mo acido ascoérbico.
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Os po6s e granulos dispersaveis apropriados para a preparag¢éo
de uma suspensao aquosa pela adicao de agua proporcionam o ingrediente
ativo em mistura com um agente dispersante ou umectante, um agente auxi-
liar de suspensdo e um ou mais conservantes. Os agentes dispersantes ou
umectantes e os agentes auxiliares de suspensao sdao exemplificados pelos
ja mencionados acima. Excipientes adicionais, por exemplo, sabores e colo-
rantes, também podem estar presentes.

As composi¢oes farmacéuticas podem estar também na forma
de emulsOes de oleo em agua. A fase oleosa pode ser um dleo vegetal (por
exemplo, dleo de oliva ou 6leo de amendoim), um éleo mineral (por exemplo,
parafina liquida), ou uma mistura deles. Os agentes emulsificantes apropria-
dos incluem gomas de ocorréncia natural (por exemplo, goma de acécia ou
goma de tragacanto), fosfatideos de ocorréncia natural (por exemplo, soja,
lecitina e ésteres ou ésteres parciais derivados de acidos graxos e hexitol),
anidridos (por exemplo, monooleato de sorbitano), e produtos da condensa-
cao de ésteres parciais derivados de acidos graxos e hexitol com 6xido de
etileno (por exemplo, monooleato de sorbitano com polioxietileno). Uma e-
mulsao pode compreender também um ou mais adogantes e/ou sabores.

A composigdo farmacéutica pode ser preparada como uma
suspensao aquosa ou oleaginosa injetavel estéril na qual o modulador, de-
pendendo do veiculo e da concentragcdo usada, esta em suspensado ou dis-
solvido no veiculo. Tal composicao pode ser formulada de acordo com as
técnicas conhecidas, usando agentes dispersantes, umectantes apropriados
e/ou auxiliares de suspensao tais como aqueles mencionados acima. Dentre
os veiculos e solventes aceitaveis, que podem ser empregados, estdo a a-
gua, 1,3-butanodiol, solugéo de Ringer e solugao isotdnica de cloreto de so-
dio. Além disso, Oleos fixos estéreis podem ser empregados como um sol-
vente ou meio de suspensao. Com este propésito, qualquer éleo fixo brando
pode ser empregado, incluindo monoglicerideos ou diglicerideos sintéticos.
Além disso, acidos graxos, tal como acido oléico, podem ser usados na pre-
paracao de composicoes injetaveis, e adjuvantes tais como anestéSicos lo-

cais, conservantes e/ou tampoes podem ser dissolvidos no veiculo.
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As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas como
formulagbes com liberagéo prolongada (isto é, uma formulacao tal como uma
capsula que efetua a liberagdo lenta do modulador apds a administrag&o).
Tais formulagbes podem ser preparadas geralmente usando tecnologia co-
nhecida e administradas, por exemplo, por administracdo oral, retal ou im-
plante subcutaneo, ou por implante no local-alvo desejado. Os veiculos para
uso nessas formulagdes sdo biocompativeis, e podem ser também biode-
gradaveis; de preferéncia, a formulagdo proporciona um nivel relativamente
constante de liberagdo do modulador. A quantidade de um anticorpo ou deri-
vado de anticorpo contida dentro de uma formulagdo com liberacéo prolon-
gada depende, por exemplo, do local do implante, da taxa e da duragao es-
perada da liberagao e da natureza da doenca/disturbio a ser tratado ou pre-
venido.

Os anticorpos ou derivados de anticorpos aqui fornecidos sio
administrados geralmente em uma quantidade que atinge uma concentracdo
em um fluido corporal (por exemplo, sangue, plasma, soro, liquido cerebros-
pinal, liquido sinovial, linfa, liquido intersticial celular, lagrimas ou urina), que
¢é suficiente para se ligar de forma detectavel ao TNFo e prevenir ou inibir
doencas/disturbios associados a TNFo. Uma dose é considerada como sen-
do eficaz se ela resulta em beneficio discernivel para o paciente, como aqui
descrito. As doses sistémicas preferidas ficam na faixa entre cerca de 0,1
mg e cerca de 140 mg por quilograma de peso corporal por dia (cerca de 0,5
mg a cerca de 7 g por paciente por dia), sendo as doses orais cerca de 5-20
vezes mais altas do que as doses intravenosas. A quantidade de anticorpo
ou derivado de anticorpo, que pode ser combinada com os materiais veicu-
los para produzir uma forma de dosagem unitaria, pode variar dependendo
do hospedeiro tratado e do modo especifico de administracdo. As formas de
dosagem unitarias devem conter geralmente entre cerca de 1 mg e cerca de
500 mg de um ingrediente ativo.

As composigGes farmacéuticas podem ser embaladas para tra-
tar condigOes responsivas a um anticorpo ou derivado de anticorpo direcio-
nado para TNFa. As composicbes farmacéuticas embaladas podem incluir
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um recipiente para conter uma quantidade eficaz de pelo menos um anticor-
po ou derivado de anticorpo como aqui descrito e instrugdes (por exemplo,
um rotulo) indicando que a composigcéo contida € para ser usada para tratar
uma doenca/disturbio responsivo a um anticorpo ou derivado de anticorpo
apos administracao ao paciente.

Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invencéo
podem ser também quimicamente modificados. Os grupos modificadores
preferidos sdo polimeros, por exemplo, um polimero de polialqueno, polial-
quenileno, ou polioxialquileno com cadeia linear ou ramificada, opcionalmen-
te substituida, ou um polissacarideo ramificado ou ndo-ramificado. Tal grupo
efetor pode aumentar a meia-vida do anticorpo in vivo. Os exemplos especi-
ficos de polimeros sintéticos incluem polietilenoglicol (PEG) com cadeia line-
ar ou ramificada opcionalmente substituida, polipropilenoglicol, poli(alcool
vinilico), ou derivados deles. Os polimeros de ocorréncia natural especificos
incluem lactose, amilose, dextrano, glicogénio ou derivados deles. O tama-
nho do polimero pode ser variado conforme desejado, mas geralmente deve
ficar na faixa de peso molecular entre 500 Da e 50.000 Da. Para aplicagao
local, quando o anticorpo é projetado para penetrar no tecido, um peso mo-
lecular preferido do polimero é de cerca de 5.000 Da. A molécula do polime-
ro pode ser afixada ao anticorpo, particularmente a extremidade do terminal
C da cadeia pesada do fragmento Fab por intermédio de um peptideo articu-
lador ligado de forma covalente, como descrito no documento n® WO
0194585. Quanto a anexagdo de grupamentos PEG, faz-se referéncia a
"Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnological and Biomedical Applicati-
ons", 1992, J. Milton Harris (editor), Plenum Press, New York; e "Bioconjuga-
tion Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. As-
lam e A. Dent, Grove Publishers, New York.

Preparagao da Formulacao

Depois da preparagdo do anticorpo ou derivado de anticorpo,
como descrito acima, a formulagéo farmacéutica que o compreende é prepa-
rada. O anticorpo a ser formulado nao foi submetido a uma prévia liofiliza-

¢ao, e a formulagao de interesse neste caso € uma formulacdo aquosa. De
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preferéncia, o anticorpo ou derivado de anticorpo na formulagdo é um frag-
mento de anticorpo, tal como um scFv. A quantidade terapeuticamente efi-
caz do anticorpo, presente na formulagéo, é determinada levando em consi-
deragcao os volumes desejados da dose e o(s) modo(s) de administracao,
por exemplo. Entre cerca de 0,1 mg/mL e cerca de 50 mg/mL, de preferéncia
entre cerca de 0,5 mg/mL e cerca de 25 mg/mL, e mais preferivelmente, en-
tre cerca de 2 mg/mL e cerca de 10 mg/mL, é uma concentracdo exemplifi-
cativa do anticorpo na formulagéo.

E preparada uma formulacdo aquosa que compreende o anti-
corpo ou derivado de anticorpo em uma solugcao com pH tamponado. O tam-
pao desta invencdo tem um pH na faixa entre cerca de 4,5 e cerca de 6,0, de
preferéncia entre cerca de 4,8 e cerca de 5,5, e mais preferivelmente, a for-
mulagao tem um pH de cerca de 5,0. Os exemplos de tampdes que controla-
rao o pH dentro desta faixa incluem acetato (por exemplo, acetato de sédio),
succinato (por exemplo, succinato de sédio), gliconato, histidina, citrato e
outros tampdes acidos orgéanicos. A concentragdo do tampéo pode ficar en-
tre cerca de 1 mM e cerca de 50 mM, de preferéncia entre cerca de 5 mM e
cerca de 30 mM, dependendo, por exemplo, do tampao e da isotonicidade
desejada da formulagado. O tampé&o preferido é acetato de sddio (cerca de 10 .
mM), pH 5,0.

Um poliol que atua como um agente para tonicidade é incluido
na formulagdo. Em modalidades preferidas, a formulagao ndo contém uma
quantidade para tonicidade de um sal tal como cloreto de sédio, pois isto
pode fazer com que o anticorpo ou derivado de anticorpo precipite e/ou pode
resultar na oxidagao em pH baixo. Em modalidades preferidas, o poliol é um
agucar nao-redutor, tal como sacarose ou trealose. O poliol é adicionado a
formulagdo em uma quantidade que pode variar com relacdo a isotonicidade
desejada da formulagdo. De preferéncia, a formulacdo aquosa é isotdnica,
em cujo caso as concentragdes apropriadas do poliol na formulagéo ficam na
faixa entre cerca de 1% e cerca de 15% p/v, de preferéncia na faixa entre
cerca de 2% e cerca de 10% p/v, por exemplo. Entretanto, formulagées hi-
perténicas ou hipoténicas também podem ser apropriadas. A quantidade de
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poliol adicionada pode se alterar também com relacdo ao peso molecular do
poliol. Por exemplo, uma quantidade mais baixa de um monossacarideo (por
exemplo, manitol) pode ser adicionada em comparacdo com um dissacari-
deo (tal como trealose).

Um tensoativo também é adicionado a formulagdo do anticorpo
ou derivado de anticorpo. Os tensoativos exemplificativos incluem tensoati-
vos nao-idnicos tais como Polissorbatos (por exmeplo, Polissorbatos 20, 80,
etc.) ou Poloxameros (por exemplo, Poloxamero 188). A quantidade de ten-
soativo adicionada é tal que ele reduza a agregagédo do anticorpo/derivado
de anticorpo formulado e/ou minimize a formacgdo de particulados na formu-
lacao e/ou reduza a adsorgéo. Por exemplo, o tensoativo pode estar presen-
te na formulagdo em uma quantidade entre cerca de 0,001% e cerca de
0,5%, de preferéncia entre cerca de 0,005% e cerca de 0,2%, e mais preferi-
velmente, entre cerca de 0,01% e cerca de 0,1%. -

Em uma modalidade, a formulagdo contém os agentes identifi-
cados acima (isto €, anticorpo ou derivado de anticorpo, tampao, poliol, e
tensoativo) e € essencialmente isenta de um ou mais conservantes, tais co-
mo alcool benzilico, fenol, m-cresol, cloro-butanol e cloreto de benzeténio.
Em outra modalidade, um conservante pode ser incluido na formulacgéo, par-
ticularmente quando a formulagdo é uma formulagdo para multiplas doses. A
concentragcdo do conservante pode ficar na faixa entre cerca de 0,1% e cer-
ca de 2%, mais preferivelmente entre cerca de 0,5% e cerca de 1%. Um ou
mais outros veiculos, excipientes ou estabilizadores farmaceuticamente acei-
taveis, tais como aqueles descritos em "Remington's Pharmaceutical Scien-
ces", 212 edicao (2006), Osol, A. (editor), podem ser incluidos na formula-
¢ao, desde que eles nao afetem adversamente as caracteristicas desejadas
da formulacao. Os veiculos, excipientes, ou estabilizadores apropriados sdo
atoxicos para os recebedores nas dosagens e concentragbes empregadas e
incluem: tampdes adicionais; co-solventes; antioxidantes, incluindo acido
ascorbico e metionina; agentes quelantes tais como EDTA; complexos meta-
licos (por exemplo, complexos Zn/proteina), polimeros biodegradaveis tais

como poliésteres; e/ou contra-ions formadores de sais, tal como sddio.
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As formulagbes a serem usadas para administracdo in vivo de-
vem ser estéreis. Isso € realizado facilmente por filtracao através de mem-
branas de filtragéo estéreis, antes ou depois da preparagdo da formulacéo.
Administracao da Formulacdo

A formulagédo é administrada a um mamifero que necessita de
tratamento com o anticorpo, de preferéncia um ser humano, de acordo com
métodos conhecidos, tais como administragdo intravenosa como uma inje-
¢ao macicga ou por infusao contl’nua durante um periodo de tempo, por inje-
¢ao intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal, subcutanea, intra-
articular, intra-sinovial, intratecal, por via oral, tépica ou inalacdo. Em moda-
lidades preferidas, a formulagdo é administrada a um mamifero por adminis-
tracao intravenosa. Com este propdsito, a formulagiao pode ser injetada u-
sando uma seringa ou por intermédio de uma linha IV, por exemplo.

A dosagem apropriada ("quantidade terapeuticamente eficaz")
do anticorpo dependera, por exemplo, da condigdo a ser tratada, da gravida-

‘de e curso da condigéo, se o anticorpo é administrado com propésitos pre-

ventivos ou terapéuticos, terapia anterior, histéria clinica do paciente e res-
posta ao anticorpo, do tipo de anticorpo usado, e do julgamento do médico
atendente. O anticorpo ou derivado de anticorpo ¢ administrado adequada-
mente ao paciente em uma vez ou durante uma série de tratamentos e pode
ser administrado ao paciente em qualquer hora a partir do diagndstico em
diante. O anticorpo ou derivado de anticorpo pode ser administrado como o
unico tratamento ou em conjunto com outros farmacos ou terapias Uteis no
tratamento da condigao em questio.

Como uma proposta geral, a quantidade terapeuticamente efi-
caz do anticorpo ou derivado de anticorpo administrada deve ficar na faixa
entre cerca de 0,1 e cerca de 50 mg/kg do peso corporal do paciente, seja
em uma ou mais administracdes, sendo que a faixa tipica da quantidade do
anticorpo fica entre cerca de 0,3 e cerca de 20 mg/kg, mais preferiveimente
entre cerca de 0,3 e cerca de 15 mg/kg, administrada diariamente, por e-
xemplo. Entretanto, outros esquemas de dosagem podem ser Uteis. A pro-

gressao desta terapia € monitorada facilmente por técnicas convencionais.
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Artigos Fabricados

Em outra modalidade da invengao, fornece-se um artigo fabrica-
do que compreende um recipiente que mantém a formulacdo farmacéutica
aquosa da presente invencao e, opcionalmente, fornece instrugdes para seu
uso. Os recipientes apropriados incluem, por exemplo, vidros, frascos e se-
ringas. O recipiente pode ser formado a partir de uma série de materiais, tais
como vidro ou plastico. Um recipiente exemplificativo é um frasco de vidro de
3-20 cm® para uso Unico. Alternativamente, para uma formulacao com multi-
plas doses, o recipiente pode ser um frasco de vidro de 3-100 cm?®. O recipi-
ente mantém a formulagéo, e o rétulo sobre ele ou associado com o recipi-
ente pode indicar orientagdes para uso. O artigo fabricado pode incluir ainda
outros materiais desejaveis de um ponto de vista comercial ou do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas e bulas com
instrugdes para uso.
Geragao dos Anticorpos da Presente Invencao

Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invencao
podem ser gerados usando técnicas de rotina no campo da genética recom-
binante. Conhecendo as sequéncias dos polipeptideos, os DNAc's que as
codificam pode ser gerados por sintese génica (WWW.genscript.com). Estes

DNACc's podem ser clonados em vetores plasmidicos apropriados. Uma vez
obtido o DNA que codifica um dominio VL e/ou VH, uma mutagénese dire-
cionada a sitio, por exemplo, por PCR, usando iniciadores mutagénicos, po-
de ser realizada para obter vérios derivados. A melhor seqiiéncia "de parti-
da" pode ser escolhida dependendo do numero de alteragbes desejado nas
sequéncia de VL e/ou VH. Uma sequéncia preferida é a sequéncia de TB-A
e seus derivados, por exemplo, seqliéncias de scFv ou seqiiéncias do pepti-
deo de fusado, podem ser escolhidas como modelos para a mutagénese a-
cionada por PCR e/ou clonagem.

As técnicas usuais de clonagem e mutagénese bem conhecidas
pelos versados nessas técnicas podem ser usadas para anexar ligantes,
dominios embaralhados ou fusdes de constructos para a producéo de frag-

mentos Fab. Os protocolos basicos que descrevem os métodos genéricos
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desta invengédo estao descritos em "Molecular Cloning, A Laboratory Manual"
(Sambrook & Russell, 32 edicdao, 2001) e em "Current Protocols in Molecular
Biology" (Ausubel et al., 1999).

A seqguéncia de DNA portadora de um gene que codifica um po-
lipeptideo scFv, ou no caso de fragmentos Fab, que codificam dois genes
separados ou um operon bicistronico, compreendendo dois genes para as
fusbGes VL-Cx e VH-CH1 (Figura 2), sdo clonados em um vetor de expressao
apropriado, de preferéncia um com um promotor induzivel. Deve-se tomar
cuidado para que esteja na frente de cada gene um sitio de ligacéao ‘d‘e ribos-
soma (RBS na Figura 2) que assegura a tradugdo. Deve-se entender que 0s
anticorpos da presente invengdo compreendem as seqlUéncias descritas em
vez de eles consistirem nelas. Por exemplo, as estratégias de clonagem po-
dem requerer que seja produzida um construto a partir da qual um anticorpo
com um ou alguns residuos adicionais na extremidade do terminal N estejam
presentes. Especificamente, a metionina derivada do cédon de iniciagdo po-
de estar presente na proteina final nos casos em que ela foi clivada depois
da tradugdo. A maioria dos construtos para anticorpos scFv gera uma alani-
na adicional na extremidade do terminal N. Em uma modalidade preferida da
presente invengao, um vetor de expressao para a expressao periplasmatica
em E. coli é escolhido (Krebber, 1997). O dito vetor compreende um vetor na
frente de uma seqiéncia de sinais clivavel. A sequéncia codificadora para o
peptideo do anticorpo € entao fundida a sequéncia de sinais clivavel. Isto
permite o assestar o polipeptideo expressado para o periplasma bacteriano,
onde a sequiéncia de sinais é clivada. O anticorpo é entao dobrado. No caso
dos fragmentos Fab, os peptideos de fusdao VL-Cx e VH-CH1 devem ser li-
gados a um sinal de exportagcao. A ligacdo S-S covalente é formada nas cis-
teinas do terminal C depois que os peptideos atingiram o periplasma. Caso a
expressao citoplasmatica de anticorpos seja preferida, os ditos anticorpos
usualmente podem ser obtidos com altos rendimentos a partir de corpos de
inclusao, que podem ser separados facilmente a partir de outros fragmentos
celulares e proteinas. Neste caso, os corpos de inclusdo sao solubilizados
em um agente desnaturador, tal como, por exemplo, cloridrato de guaridina
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(GndHCI), e depois redobrados por procedimentos de renaturacdo bem co-
nhecidos pelos versados nessas técnicas.

Os plasmideos que expressam os polipeptideos de scFv ou Fab
sao introduzidos em um hospedeiro apropriado, de preferéncia uma célula
bacteriana, de levedura ou de mamifero, mais preferivelmente uma cepa de
E. coli apropriada, tal como, por exemplo, JM83, para a expressdo periplas-
matica de BL21 para expressao em corpos de inclusdo. O polipeptideo pode
ser colhido a partir do periplasma ou a partir de corpos de inclusao, e puirifi-
cado usando técnicas usuais, tais como cromatografia de troca iénica, cro-
matografia em fase reversa, cromatografia de afinidade e/ou filtragcdo em gel,
conhecidas pelos versados nessas técnicas.

Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invencgao
podem ser distinguidos com relagao ao rendimento, solubilidade e estabili-
dade in vitro. As capacidades de ligagdo a TNFa, preferéncia TNFo humano,
podem ser testadas in vitro por ELISA ou ressonancia de plasménio superifi-
cial (BIACore), usando TNFa humano recombinante, como descrito no do-
cumento n? WO 9729131, sendo que este Ultimo método permite também
determinar a constante da taxa kos, que deveria ser de preferéncia menor do
que 10° s™'. Os valores de Ky < 10 nM séo preferidos.

A atividade neutralizadora in vivo de um anticorpo ou derivado
de anticorpo da presente invencdo pode ser estimada usando o ensaio de
citotoxicidade em L929. O TNFa humano recombinante exerce um efeito
citotoxico contra células de fibroblastos L929 do camundongo cultivadas, de
uma maneira dependente da concentragdo. Esta citotoxicidade induzida por
TNFo pode ser inibida por anticorpos neutralizadores de TNFa (Déring,
1994). Um valor de Clso preferido correspondente a concentracdo meia-
maxima do inibidor € < 100 mg/mL.

Como TNFa tem um papel patofisiolégico comprovado em va-
rias doencas humanas, particularmente disturbios inflamatdrios, disturbio
auto-imunes regulados imunologicamente, infecgbes causadoras de choque
septico, endotdxico e cardiovascular, doengas neurodegenerativas, e doen-
cas malignas. Como TNFa é suspeito de desempenhar um papel relevante
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para doengas de um numero constantemente crescente de doencas huma-
nas adicionais, € dificil fornecer uma lista abrangente de indicacdes que as-
segure também uma representagdo completa do espectro de aplicagdes cli-
nicas para inibidores de TNFo no futuro. Portanto, os anticorpos ou deriva-
dos de anticorpos da presente invengdo podem ser aplicados para tratar as
doengas listadas no catalogo que se segue, que nao é considerado como
uma lista completa ou excludente. Outras doengas nao mencionadas especi-
ficamente, que sejam direta ou indiretamente influenciadas por TNFa, tam-
bém estao incluidas.
Inflamacao Auto-imune ou Crénica

Os estados crénicos e/ou auto-imunes de inflamag¢dao em geral,
disturbios inflamatérios regulados imunologicamente em geral, doencas in-
flamatdrias do sistema nervoso central, qué afetam os olhos, articulagoes,
pele, membranas mucosas, sistema nervoso central, trato gastrointestinal,

trato urinario ou pulmodes, estados de uveite em geral, retinite, uveite HLA-

B27+, doenga de Behcet, sindrome do olho seco, glaucoma, sindrome de

Sjogren, diabetes melito (incluindo neuropatia diabética), resisténcia a insuli-
na, estados de artrite em geral, artrite reumatodide, osteoartrite, artrite reativa
e sindrome de Reiter, artrite juvenil, espondilite ancilosante, esclerose muiti-
pla, sindrome de Guillain-Barre, miastenia grave, esclerose lateral amiotrofi-
ca, sarcoidose, glomerulonefrite, doenca crénica dos rins, cistite, psoriase
(incluindo artrite psoriaca), hidradenite supurativa, paniculite, piodermia gan-
grenosa, sindrome SAPHO (sinovite, acne, pustulose, hiperosteose, e ostei-
te), acne, sindrome de Sweet, pénfigo, doenca de Crohn (incluindo manifes-
tagdes extra-intestinais), colite ulcerativa, asma brénquica, pneumonite de
hipersensibilidade, alergias gerais, rinite alérgica, sinusite alérgica, doenca
pulmonar obstrutiva crénica (COPD), fibrose pulmonar, granulomatose de
Wegener, sindrome de Kawasaki, arterite de células gigantes, vasculite de
Churg-Strauss, poliarterite nodosa, queimaduras, doenca de enxerto versus
hospedeiro, reacoes de hospedeiro versus enxerto, episodios de rejeigédo
apés transplante de 6rgdo ou medula dssea, estados sistémicos e locais de

vasculite em geral, lipus eritematoso sistémico ou discoide, polimiosite e
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dermatomiosite, esclerodermia, pré-eclampse, pancreatite aguda e cronica,
hepatite viral, hepatite alcodlica.

Inflamagao Aguda e/ou Prevengdo de Inflamacao de Dor Pds-cirtrgica ou
Pés-traumatica

Prevencao de inflamagao pds-cirtrgica em geral, cirurgia ocular
(por exemplo, catarata (substituicdo de lente ocular) ou cirurgia de glauco-
ma), cirurgia das articulagéés (incluindo cirurgia artroscoépica), cirurgia em
estruturas relacionadas a articulagbes (por exemplo, ligamentos), cirurgia
oral e/ou dental, procedimentos cardiovasculares minimamente invasivos
(por exemplo, PTCA, aterectomia, colocacdo de sondas), procedimentos
laparoscopicos e/ou endoscépicos intra-abdominais e ginecoldgicos, proce-
dimentos urolégicos endoscépicos (por exemplo, cirurgia da prdstata, urete-
roscopia, cistoscopia, cistite intersticial), inflamagao perioperatéria (preven-
¢ao) em geral.

Doengas Neurolégicas e Neurodegenerativas

Doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, doenca de Hunting-
ton, paralisia de Bell, doenca de Creutzfeldt-Jakob.
Cancer '

Ostedlise relacionada a cancer, inflamacéao relacionada a can-
cer, dor relacionada a cancer, caquexia relacionada a cancer, metastases
Osseas.

Dor

Formas agudas e crénicas de dor, independentemente se elas
sé@o causadas por efeitos centrais ou periféricos de TNFa e se elas sdo clas-
sificadas como inflamatdrias, formas nociceptivas ou neuropaticas de dor,
ciatica, dor do dorso inferior, sindrome do tunel do carpo, sindrome de dor
regional complexa (CRPS), gota, neuralgia pés-herpética, fibromialgia, esta-
dos de dor Iocél, sindromes de dor crénica devido a tumor metastatico, dis-
menorreéia.

Infeccao

Sépsis bacteriana, viral ou fungica, tuberculose, AIDS.

Doenca Cardiovascular
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Ateroscle'rose, doenca de artéria coronaria, hipertensao, dislipi-
demia, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia cardiaca cronica.

Em uma modalidade preferida da presente invencao, o tratamen-
to de osteoartrite ou uveite ou doenga inflamatoria do intestino, pode ser rea-
lizado com os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invengao.

A presente invengao fornece também uma composicdo farma-
céutica que compreende uma molécula de anticorpo ou derivado de anticor-
po da presente invengcao em combinagéo com um excipiente, dilue_nte ou
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

A composicédo farmacéutica deve compreender, de preferéncia,
uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo da presente invencéo,
isto €, uma quantidade do dito anticorpo, que € necessaria para tratar, me-
lhorar ou prevenir a doenga ou condicao relacionada a TNFa, ou para apre-
sentar um efeito terapéutico ou preventivo detectavel. A dose terapeutica-
mente eficaz pode ser estimada em ensaios de cultura de células ou em
modelos animais, usualmente em roedores, coelhos, caes, porcos ou prima-
tas. O modelo animal pode ser usado também para determinar a faixa de
concentragao e a via de administracao apropriadas. Um modelo animal a-
propriado para observar um efeito do anticorpo ou derivado de anticorpo da
presente invengdo € um modelo com ratos para monoartrite aguda (Bolon et
al., Vet. Pathol. 41:235-243 (2004). O TNFa humano é injetado por via intra-
articular dentro da articulagado do joelho de um rato, levando a uma monoar-
trite aguda autolimitativa na articulacdo que recebeu a injegao. A bioativida-
de de um anticorpo (ou derivado) anti-TNFoa pode ser quantificada pela re-
ducgao do inchaco da articulagéao do joelho, induzido por TNFa, ou pela redu-
¢ao dos parametros histologicos da inflamacgéao.

Como os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente in-
vencdo sao altamente soluveis, as altas concentracdes do anticorpo (60
mg/mL ou mais) permitem o uso de pequenos volumes de aplicaco.

O anticorpo ou derivado de anticorpo da presente invengao pode
ser utilizado em qualquer terapia na qual se deseja reduzir o nivel de TNFa.
biolégico ativo no corpo humano ou animal. O TNFa pode estar circulando
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no corpo ou estar presente em um nivel indesejavelmente alto localizado em
um local especifico do corpo. A presente invengao fornece modos para apli-
cagdes sistémicas, bem como locais, em geral, que incluem, porém sem limi-
tacOes, os seguintes: aplicacao peroral, injecao intravenosa, subcutanea,
intramuscular, intra-articular, intravitrea, intradérmica ou intraparenquimato-
sa, inalagao de aerossol, aplicagao topica sobre a pele, rhembranas muco-
sas ou sobre os olhos, liberagdo sistémica ou local por intermédio de mini-
bomba implantavel, ou liberacdo local por intermédio de formula-
cao/dispositivo implantavel para liberacdo retardada, aplicacéo tépica sobre
superficies serosas, aplicagdo intratecal ou intraventricular, aplicagdo oral
em formulacdes que permitem a liberacdo controlada dentro do lumen em
partes selecionadas do trato gastrointestinal, liberacao localizada dentro de
vasos a partir de formulagdes/dispositivos adequados (por exemplo, son-
das), distribuicdo local para cisto urinario liberacao localizada dentro do Iu-
men (por exemplo, trato biliar, ureter), ou liberagado a partir de lentes de con-
tato. Uma aplicagcao preferida € uma local, tal como injegao intra-articular ou
aplicagao topica, por exemplo, dentro do olho. Para ambas aplica¢des prefe-
ridas, o anticorpo da presente invengédo precisa estar em solugao.

A presente invengao revela também o uso do anticorpo ou deri-
vado de anticorpo da presente invengao para a produgao de um medicamen-
to para o tratamento de doencas associadas a TNFo. Neste caso, o anticor-
po ou derivado de anticorpo esta incluido em uma composicio terapéutica. A
dita composi¢ao é usada como um medicamento, de preferéncia ara a pre-
vencgao ou terapia de doengas relacionadas a TNFa.

Em outro aspecto, os anticorpos scFv da presente invengdo séo
usados em terapia génica, particularmente em terapia génica celular adotiva.
Os disturbios auto-imunes representam respostas imunes inadequadas dire-
cionadas em proprio tecido. As células T CD4+ especificas de antigeno e as -
células dendriticas apresentadoras de antigenos (DCs) sao mediadores im-
portantes na patogénese de doencas auto-imunes, e assim sendo, sdo can-
didatos ideais para terapia génica celular adotiva, uma abordagem ex vivo

para transferéncia de genes terapéuticos. Usando células transduzidas de



»

10

15

20

39

forma retroviral e bioluminescéncia com luciferase, Tarner et al., Ann. N. Y.
Acad. Sci. 998:512-519 (2003), demonstraram que células T primarias, hibri-
domas de células T, e DCs se alojam rapidamente e preferencialmente em
sitios de inflamacdo em modelos animais de esclerose multipla, artrite e dia-
betes. Estas células, transduzidas com vetores retrovirais que acionam a
expressao de varias "proteinas reguladoras", tais como interleucinas e scFv
anti-TNF, distribuem essas proteinas imunorreguladoras para lesdes infla-
madas, proporcionando terapia para encefalite auto-imune experimental,
artrite induzida por colageno, e camundongos diabéticos nao-obsesos. As
estruturas estaveis e soluveis dos anticorpos ou derivados de anticorpos da
presente invengdo sdo particularmente apropriadas para a distribuicdo intra-
celular do antigeno, por exemplo, quando o anticorpo ou derivado de anti-
corpo é expressado a partir de um transgene transportado por um vetor re-
troviral apropriado. A terapia génica celular adotiva leva a expressao e se-
cregao localizada do scFv anti-TNFo. Smith et al. (2003) demonstraram que
os scFv's derivados de um anticorpo monoclonal neutralizador de TNFa. (i)

podem neutralizar TNFa in vitro e (ii) mudar o padrao de expresséo de cito-

- cinas em camundongos que sofrem de artrite induzida por colageno local-

mente nas articulagoes, mas nao de forma sistémica. Alternativamente, a
injecao sistémica ou local direta de vetores apropriados (por exemplo, virus),
que permite a expressao continua de um anticorpo scFv anti-TNFo, é consi-
derada como outra abordagem de terapia génica possivel.
As sequéncias da presente invencdo sao as seguintes:
' SEQ ID NO:1 VL of TB-A
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQPEDVAVYYCQQODYNSPRTFGQGT
KLEVKR ' .
SEQ ID NO:2 VH of TB-A _
QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGL
EWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGD
AMDYWGQGTLVTVSS
SEQ ID NO:3 VL of TB-B
DIVLTOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQORPGKAPK
RLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVAVYYCQODYNSPRTFGQGT
KLEVKR
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SEQ ID NO:4 VH of TB-B
, QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTHYGMNWVROAPGQGL

EWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGD
AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:5 VL of FW2.3 ,

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCRASQGIRNELAWYQQRPGKAPK
RLIYAGSILQSGVPSRFSGSGSGTEFTLIISSLQPEDVAVYYCQQYYSLPYMFGQGT
KLEVKR

SEQ ID NO:6 VH of FW2.3

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTGYFLHWVRQAPGOGL
EWMGRINPDSGDTIYAQKFQDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARVPRG
TYLDPWDYFDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:7 VL of TB L2

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPK
LLIYAGSILOSGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGT
KLEVKR

SEQ ID NO:8 VL of TB L3

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQORPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQQYYSLPYMFGQOGT
KLEVKR

. SEQ ID NO:9 VH of TB H2 ,

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGL
EWMGRINPDSGDTIYAQKFQDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGD
- AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:10 Linkexr

GGGGSGGGGSGGGGESGGGES

SEQ ID NO:11 VI of TB~B R46L

DIVLTQOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQORPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVAVYYCQODYNSPRTFGOGT
KLEVKR

SEQ ID NO:12 TB-AB

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQORPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGY.GTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQQODYNSPRTFGQGT
KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTH,
YGMNWVROAPGOGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
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SEQ ID NO:13 TB-BA

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPK
RLIYSAFNRYTGVPSRESGSGSGTERTLTISSLQPEDVAVYYCOODYNSPRTFGQGT -
KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTEFTH
YGMNWVRQOAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRETEFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:14 Cx of Fab

TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNA
LOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFN
RGEC ,

SEQ ID NO0O:15 CH1l of Fab

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFSEPVTVSWNSGA
_LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNBKPSNTKVDKKVEPKS
cTs

SEQ ID"NO:16 VIr of TB-wt

DIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCTASQSVSNDVVWYQQKPGQSPK
MLMYSAFNRYTGVPDRETGRGYGTDFTFTISSVQAEDLAVYFCOQQODYNSPRTEFGGGT
KLEIKR

SEQ ID NO:17 VH of TB-wt

QIQLVQOSGPELKKPGETVKISCKASGYTEFTHYGMNWVKQAPGKGL
KWMGWINTYTGEPTYADDFKEHFAFSLETSASTVEFLOINNLKNEDTATYFCARERGD
AMDYWGQGTSVTVSS .

SEQ ID NO=18 TB-A H K43Q, alsc named TB-A H43

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYNSBRTFGQGT
KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGESGGEGGESQVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTH
YGMNWVRQAPGQOGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS . _

SEQ ID NO:19 TB-A H F68V, also named TB-A H68

DIVMTQSPSSLSASVGDRVILTCTASQSVSNDVVWYQORPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQQDYNSPRTFGQGT
KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGESGEGGSQVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTH
YGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS

KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTH
YGMNWVRQAPGKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS

Legenda:
Of =de
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Linker = ligante
Also named = nomeado também

A invencao sera mais plenamente entendida fazendo referéncia
aos exemplos que se seguem. Entretanto, eles ndo devem ser interpretados
como limitativos do ambito da invengdo. Todas citagbes de literaturas e pa-
tentes sao aqui incorporadas como referéncia.
Experimento 1: Construgcao de Anticorpos scFv

O material de partida para a geragao de anticorpos ou derivados
de anticorpos anti-TNFa humano, humanizados, tais como fragmentos de
cadeia unica (scFv) ou fragmentos Fab, foi o anticorpo monoclonal murino
Di62. As sequiéncias da regido varidvel da cadeia leve e da cadeia pesada
estdo descritas em Doring et al, Mol. Immunol. 31:1059-1067 (1994). As
propriedades deste anticorpo monocional também estdo discutidas na mes-
ma publicagcdo. Resumidamente, Di62 se liga especificamente ao TNFa hu-
mano de uma maneira dependente da concentragdo. Ele é um anticorpo de
alta afinidade (Kq = 0,4 nM) e pode bloquear a ligacdo de TNFa ao seu re-
ceptor. Alem disso, Di62 inibe a citotoxicidade induzida por TNFo humano
em células L929 do camundongo.

Baseado na sua seqiiéncia publicada, Di62 foi construido na
forma de um derivado de anticorpo de cadeia Unica (scFv) na orientagao VL-
ligante-VH, na qual a seqliéncia do ligante é constituida de quatro repeti¢cdes
de quatro residuos de glicina e um de serina (Gly,;Ser),. Neste caso, este
scFv é referido como TB-wt, com uma VL de SEQ ID NO:16 e uma VH de
SEQ ID NO: 17.

Para humanizar este derivado de anticorpo com o propésito de
(a) torna-lo mais similar as sequéncias humanas a fim de minimizar a imu-
nogenicidade potencial, e (b) torna-lo mais estavel e mais soluvel, as se-
quéncias da CDR de TB-wt foram enxertadas em estruturas humanas esta-
veis e soluveis (Auf der Maur et al.,FEBS Lett. 508:407-412 (2001); Auf der
Maur et al., Methods 34:215-224 (2004)). O subgrupo | de VL-kapa e o sub-
grupo | de VH humanos foram identificados como a subfamilia mais proxima
da humana. A estrutura apropriada do aceptor foi escolhida a partir de uma
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colecao de sequéncias de VL e VH humanas, selecionadas quanto as pro-
priedades bioquimicas e biofisicas vantajosas, tais como, por exemplo, as
propriedades de estabilidade, solubilidade, e expressao (Auf der Maur et
al.,FEBS Lett. 508:407-412 (2001); Auf der Maur et al., Methods 34:215-224
(2004)). O isolamento e as propriedades destas estruturas de anticorpo es-
tdo descritas nos documentos n® WO 03097697 e EP 1506236. A partir des-
ta colegcdo, uma estrutura de anticorpo de cadeia Unica com propriedades
indefinidas de ligagéo a antigeno foi identificada com um aceptor apropriado.
Este aceptor consiste em um domihio V-kapa | humano (SEQ ID NO: 14) em
combinagao com um dominio VH | humano (SEQ ID NO: 15). Dentre 81 re-
siduos de estruturas VH, TB-wt e FW2.3 tém 55 residuos idénticos, corres-
pondendo a 63% de identidade. Ambos derivados de anticorpos de cadeia
unica tém comprimentos de CDRs idénticos, além da VH-CDR3, que é mais
longa em FW2.3. A composi¢cao de aminoacidos dentro dos residuos de
CDRs é diferente para ambos scFv's. Varios métodos para a humanizagéao
de dominios variaveis de anticorpos sao descritos (Riechmann et al., Nature
332:323-327 (1998); Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28:489-498 (1991); Rogus-
ka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:969-973 (1994); Gonzales et al., Tu-
mor Biol. 26:31-43 (2005); Ewert, S. et al., Methods 34:184-199 (2004). A
abordagem minima, a saber, a transferéncia conservativa de todas algas de
CDRs do camundongo de YB-wt para FW2.3 foi conduzida em primeiro lu-
gar. O scFv resultante é referido como TB-B e tem a seqiiéncia de VL SEQ
ID NO: 3 e a sequéncia de VH SEQ ID NO: 4. As algas de CDRs em TB-wt
foram definidas de acordo com o esquema de numeracao de Kabat (Kabat et
AL., "Sequences of Proteins of Immunological Interest’, 52 Edigcdo (1991),
National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e confinam os seguintes
residuos (vide Figura 1):

V0L

CDR1: L24-L34 (mesma numerac¢ao Kabat)

CDR2: L50-L.56 (mesma numeracado Kabat)

CDR3: L89-L97 (mesma numeracao Kabat)

VH
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CDR1: H31-H35 (mesma numeracgio Kabat)
CDR2: H50-H66 (mesma numeracgéo Kabat)
CDR3: H99-H106 (mesma numeracio Kabat)

Este anticorpo foi incapaz de se ligar a TNFa. eficientemente (Fi-
gura 42). A proxima etapa foi determinar qual residuo ou quais residuos en-
tre estes componentes devem ser substituidos para otimizar as propriedades
do anticorpo humanizado resultante.

Como a substituicdo de residuos de aminoacidos humanos por
outros aminoacidos deve ser minimizada porque a introdugédo de seqliéncias
de aminoacidos estranhas aumenta o risco de imunogenicidade do anticorpo
ou derivado de anticorpo em humanos (Gonzales et al., Tumor Biol. 26:31-43
(2005)), varias variantes foram construidas. Uma das ditas variantes — aqui
referida como TB-B L46 (VL SEQ ID NO: 11; VH SEQ ID NO: 4) — foi cons-
truida com a meta de minimizar o risco de ser imunogénica, mas ainda apre-
sentando atividade de ligagao suficiente. Esta variante baseia-se em TB-B e
contém uma unica mudanga de aminoéacido na posicdo 46 em VL, a saber
R—L. Este aminoécido fica localizado dentro do nucleo superior da cadeia
leve e faz parte da interface dimérica. Ele estd envolvido na definigdo da
conformagao de L-CDR1 e tem uma influéncia sobre o empacotamento de
VH/VL. Relatou-se que um residuo de leucina é favorecido nesta posicao
especifica (documento n¢ PCT/USOS/19333). Em contraste com TB-B, o
scFv L46 retem alguma ligagéo de TNFa (Figura 4A; Kg = 100 nM).

Para melhorar ainda mais a atividade de ligacdo a TNFq, uma
ou mais trocas adicionais foram feitas em um ou mais dos residuos de VL 4,
46, 65, 67, 70 e/ou dos residuos de VH 28, 43, 68, 70, 71, 72, 73, 76, 77.
Neste caso, a variante com mudancas em todas posicdes é referido como
TB-A (VL SEQ ID NO: 1; VH SEQ ID NO: 2).

Alem disso, quanto aos anticorpos anti-TNFa especificos da -
presente invencdo, ensaios de competicdo com peptideos derivados de L-
CDR1 e L-CDR2 indicaram que ambas alcas de CDRs s&do importantes para
a ligagdo do scFv ao antigeno (Doring et al., Mol. Immunol. 31:1059-1067
(1994)).
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- Em outros experimentos que visavam a minimizar o nimero de
residuos ndo-humanos necessarios para reter a ligagao e a otimizar as pro-
priedades biofisicas (estabilidade e solubilidade), aplicou-se mutagénese
sistematica e embaralhamento de dominios, permitindo elucidar as diferen-
¢as funcionais entre os dominios VL e VH murinos e humanizados.

Duas variantes foram obtidas pelo embaralhamento de domi-
nios. A primeira variante € composta do dominio VL de TB-A ligado por in-
termédio de um ligante de glicina serina (SEQ ID NO: 10) com o dominio VH
de TB-B, resultando em TB-AB (SEQ ID NO: 12). A segunda variante, TB-
BA, é o inverso da primeira variante, a saber, o dominio VL de TB-B em
combinagdo com o dominio VH de TB-A (SEQ ID NO: 13).

Variantes adicionais foram geradas por mutagénese sistematica
de TB-A. A Figura 1 ilustra uma comparag¢ao de seqiéncias das seqiéncias
de VL e VH de TB-A e TB-B. Um total de 14 residuos de estruturas difere
entre TB-A e TB-B (asteriscos). Apenas cinco deles, residuos de VL 4 e 70,

e os residuos de VH 28, 71 e 73 apresentam apenas diferencas minimas em

tamanho e propriedade, e portanto, ndo foram considerados para mutagéne-
se neste ponto. As seguintes posi¢cdes nas estruturas foram trocadas pelo
aminoacido correspondente de TB-B. Estes mutantes singulares e duplos de
TB-A sao os seguintes:

TB-A H43 K—-Q interface (SEQ ID NO: 18)

TB-AH68 F—-V alca externa VH (SEQ ID NO: 19)

TB-A H70/72F—L, LR alg¢a externa VH (SEQ ID NO: 20)

TB-A H76/77 A—l, S—»G alca externa VH (SEQ ID NO: 21)

TB-AL46 LR interface (SEQ ID NO: 22)
TB-AL65 R-—>S alca externa VL (SEQ ID NO: 23)
TB-AL67 Y-S alca externa VL (SEQ ID NO: 24)

Muitos fatores podem influenciar a imunogenicidade de um anti-
corpo ou derivado de anticorpo (Gonzales et al., Tumor Biol. 26:31-43
(2005)). Para reduzir ainda mais o teor ndo-humano das regides variaveis do
scFv de TB-A humanizado, as alcas de CDR2 e CDR3 murinas de VL e a
alca de CDR2 murina de VH foram trocadas pelas alcas de CDRs humanas
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correspondentes de FW2.3. Os constructos resultantes neste caso sao refe-
ridos como TB_L2 (SEQ ID NO: 7), TB_L3 (SEQ ID NO: 8), e TB_H2 (SEQ
ID NO: 9), respectivamente.

Os DNAc's que codificam a versdo de cadeia Unica murina do
anticorpo monoclonal Di62, e as duas versdes humanizadas TB-B e TB-A,

foram geradas por sintese génica (www.genscript.cm). Todas mutacées pon-
tuais nas outras variantes (TB-B L46, TB-A H43, TB-A H67, TB-A H69/71,
TB-A H75/76, TB-A L46, TB-A L65, TB-A L67, TB-A V83F, TB-A V83A, TB-A
D66G) foram introduzidas por mutagénese direcionada a sddios acionada
por PCR, apés procedimentos de clonagem usuais. A troca das alcas de
CDRs murinas de TB-A pelas alcas de CDRs humanas de FW2.3 foi realiza-
da usando PCR procedimentos de clonagem do estado da arte. O DNAc que
codifica todas as variagdes de VH TB-A, como descritas em SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 29 e SEQ ID NO: 30, foram realizadas por sintese génica com-
pleta.

Alguns outros TB-A preferidos estao descritos em SEQ ID NO:
31 a SEQ ID NO: 38. Estes anticorpos demonstraram ser particularmente
estaveis e soluveis, como indicado abaixo na Tabela I.

Todos os fragmentos scFv foram clonados em um vetor de ex-
pressao para a produgao periplasmatica em E. coli (Krebber et al., J. Immu-
nol. Methods 201:35-55 (1997)).

Além dos derivados de anticorpos de cadeia Unica (scFv's) des-
critos acima, os fragmentos Fab correspondentes foram gerados como se
segue. Os dominios variaveis de cadeia leve (VL) selecionados foram fundi-
dos a regido constante de uma cadeia kapa de Ig humana, enquanto que os
dominios variaveis de cadeia pesada (VH) apropriados foram fundidos ao
primeiro dominio constante (CH1) (terminal N) de uma IgG humana. Ambos
dominios constantes humanos foram ampliados por PCR a partir de uma
biblioteca de DNAc do bago humano e resultou na seqiéncia SEQ ID NO: 14
para Cx e SEQ ID NO: 15 para CH1.

Experimento 2: Expressao, Producdo e Estabilidade de Anticorpos scFv ou

Fab Humanizados
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Os plasmideos que codificam TB-wt, seus derivados humaniza-
dos, ou fragmentos Fab foram introduzidos em uma cepa de E. coli apropri-
ada (por exemplo, JM83) para expressao periplasmatica. As variantes de
scFv também foram expressadas como corpos de inclusdo, por exemplo, na
cepa BL21 de E. coli. Os anticorpos de cadeia unica funcionais foram obti-
dos por redobra de corpos de inclusédo e subsequente purificacao, por e-
xemplo, por filtracao em gel.

Os rendimentos da expressao apds a expressdo periplasmatica
dos scFvV's ficaram na faixa entre 0,5 mg até 12 mg por litro de cultura sob
condi¢bes de cultura laboratoriais usuais (meio dYT, com aproximadamente
3 horas de tempo de indugdo a 30 °C, vascolejando a 200 rpm) com frascos
de vascolejamento convencionais. Geralmente, observou-se que, conforme
esperado a partir de analise anterior das estruturas selecionadas quanto &
estabilidade e solubilidade (Auf der Maur et al., Methods 34:215-224 (2004)),
quanto mais parecida a seqliéncia de um derivado humanizado for com a
sequéncia da estrutura do aceptor (FW2.3), mais alto é o rendimento obtido
apds a expressao em bactérias. Por exemplo, o rendimento obtido a partir de
TB-B é muito melhor do que aquele obtido a partir da expressao de TB-A. De
acordo com estas descobertas, reduzir o numero de residuos de aminoaci-
dos diferentes presentes em TB-A teve um efeito positivo sobre os rendi-
mentos da expressao (Figura 3A).

Outra caracteristica importante dos anticorpos ou derivados de
anticorpos da presente invencao € sua solubilidade. A Figura 3B ilustra a
superioridade da estrutura TB-A sobre a estrutura do doador (TB-wt) em
termos de solubilidade em solugao salina tamponada com fosfato. Na filtra- :
cao em gel analitica, TB-A migra predominantemente em um estado mono-
mérico (pico em 70 mL), enquanto que TB-wt apresente uma forte tendéncia
a formar agregados (pico em 50 mL). Além disso, a solubilidade maxima de
TB-A e certos derivados dele foi avaliada por precipitagdo em PEG (Athat,
D.H. et al., JBC 256(23):12108-12117 (1981). Resumidamente, a solubilida-
de aparente de proteinas em teste foi medida na presenca de polietilénogli-
col 3000 (PEG 3000). As curvas de solubilidade foram determinadas medin-



10

15

20

48

do a concentracdao de proteina no sobrenadante de misturas de protei-
na/PEG300 centrifugadas. Todas curvas apresentaram uma dependéncia
linear de log S (mg/mL) em concentragdo de PEG 3000 (%, p/v). A solubili-
dade maxima (Smax) de uma proteina em teste foi estimada por extrapolacéao
da regressao linear até 0% de PEG (Tabela 1). Para TB-A, a Sy foi calcula-
da como sendo 70 mg/mL. Todas proteinas em teste apresentaram solubili-
dade excepcionalmente boa. Em uma segunda abordagem, foi aplicado um
meétodo denominado cromatografia de auto-interacdo (SIC) para avaliar a
atragcao e a repulsao intermolecular de TB-A (SEQ ID NO: 40), TB-A Ligante
_G2R H_F68L (SEQ ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68! (SEQ ID NO: 34) e TB-
A H_F68L (SEQ ID NO: 35) em uma concentragao de 1 mg/mL em PBS (fos-
fato 50 mm, pH 6,5, NaCl 150 mM). Neste método, a proteina de interesse é
imobilizada sobre uma fase estacionaria porosa e recheada em uma coluna.
As interagdes entre a proteina livre (fase movel) e imobilizada sdo detecta-
das como deslocamentos no volume de retengdo. O segundo coeficiente de
virion osmético da proteina, By, que é uma medida da atragdo/repulsao in-
termolecular, foi calculado de acordo com Tessier, P.M. et al., Biophys. J.
82:1620-1632 (2002) (Tabela 1). Quanto mais positivo o Bss, mais baixa é a
atracao intermolecular da proteina em teste, e portanto, mais alta é a sua
solubilidade. Devido a alta similaridade das seqiiéncias das proteinas em
teste, presumiu-se que 0s valorés de Ba; das diferentes proteinas podem ser
comparados diretamente entre si.

Tabela |
Caracteristicas de Solubilidade de Derivados de TB-A
Sequéncia pl 109 Smax Valor de By, (SIC)
TB-A 7,8 1,84 +0,13 | -24,5X10" + 3,8X10™
TB-A H_M48L/F68I 7,8 nd nd
TB-A L_V83E H_V79A 6,58 nd nd :
TB-A ligante_G2R H_F68L | 8,2 1,91 + 0,09 1,59x107 + 5,9x10°
TB-A H_43R/F68I 7.8 1,86 = 0,02 1,28 x 10 + 3,0x10™
TB-A H_68L 7,8 1,88 + 0,07 1,06 x 10% = 2,9x10°
TB-A H_F68A 7,8 nd nd
TB-A H F68V/F70L 7.8 nd nd
TB-A H_F70L 7,8 nd nd
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Ainda outra caracteristica relevante dos anticorpos ou derivados
de anticorpos da presente invencao é sua alta estabilidade. A estabilidade
de proteinas de TB-A, TB-A H_M48LF681 (SEQ ID NO: 31), TB-A Ligante
—G2R H_F68L (SEQ ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68I (SEQ ID NO: 34) e TB-
A H_F68L (SEQ ID NO: 35) foi avaliado determinando a temperatura para o
inicio da desdobra por dicroismo circular e dispersao da luz a 218 e 292 nm
(Tabela I1). Neste experimento, TB-A iniciou a desdobrar em uma temperatu-
ra de 53 °C, enquanto que seus derivados TB-A H_M48LF681 (SEQ ID NO:
31), TB-A Ligante _G2R H_F68L (SEQ ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68I| (SEQ
ID NO: 34) e TB-A H_F68L (SEQ ID NO: 35) apresentaram estabilidade tér-
mica aumentada (56 e 58 °C). Todas proteinas em teste apresentaram des-
naturagao irreversivel e precipitaram depois de desdobrar, tornando impos-
sivel determinar o ponto mediano de transicdo em um processo reversivel, a
desdobra foi induzida com cloridrato de guanidina (GdnHCI), para manter as

proteinas desdobradas em solucdo. Nesta abordagem, as maximas de e-

“missoes de fluorescéncia foram determinadas por fluorimetria apds a desdo-

bra. Nesta instalagao, TB-A apresentou novamente boa estabilidade com um
ponto mediano de transicdo a 2,07 M de GdnHCI. Em linha com os resulta--
dos a partir da desdobra térmica, os derivados TB-A Ligante _G2R H_F68L
(SEQ ID NO: 33) e TB-A H_K43R/F68] (SEQ ID NO: 34) apresentaram esta-
bilidade aumentada conforme exibida com pontos medianos de transicdo
mais altos, 2,33 e 2,3 M de GdnHCI, respectivamente.

Tabela ll

Caracteristicas de Estabilidade de Derivados de TB-A

Sequéncia Inicio da Desnatu- | (GdnHCI) no Ponto Me-
ragao (°C) diano de Transigdo

TB-A 53 : 2,07 M<

TB-A H_M48L/F68I 58 M

TB-A L_V83E H_V79A nd nd

TB-A ligante_G2R H_F68L | 58 nd

TB-A0QC15.2 56 2,33 M

TB-A0QC23.2 58 2,30 M

TB-A-H_F68A nd nd

TB-A-H_F68V/F70L nd nd

TB-A-H_F70L nd nd
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A estabilidade de TB-A no soro humano, na urina humana, no
liquido corporal vitreo suino, e no liquido da cadmara anterior suina, foi avali-
ada medindo a atividade de ligacdo a TNFo de TB-A depois da incubagao
por 3 dias a 37 °C no fluido corporal respectivo ou em tamp3o de ensaio
(TBSTM) como um controle positivo. TB-A foi diluido em fluidos corporais até
uma concentracgao final 10 uM. Depois do periodo de incubacao, diluices
seriais das amostras foram testadas por ELISA para determinar a constante
de ligacao K4 de TB-A (Figura 11). Quando se compara as amostras de flui-
dos corporais com as amostras de TBDTM do controle, um deslocamento da
Kq na diregao de concentragcdes mais altas indicaria um decréscimo de pro-
teina ativa durante o periodo de incubagido. Nestes experimentos, entretan-
to, nenhum deslocamento foi detectavel, indicando que a quantidade de TB-
A completamente ativo permaneceu constante em cada ensaio com fluido
corporal devido a uma alta estabilidade do anticorpo.

Experimento 3: Caracteristicas de Ligacdo de Derivados de Anticorpos Hu-
manizados

As propriedades de ligacdo de todas variantes de scFv humani-
zadas foram testadas por ELISA em TNFa huvmano recombinante. As cons-
tantes de dissociagcédo Ky para todas variantes ficam dentro de uma faixa en-
tre 0,8 e mais do que 10.000 nM. Parece existir uma correlacéo inversa entre
o grau de homologia & estrutura do aceptor humano e a afinidade do respec-
tivo ligante (Figura 4A). Contudo, algumas variantes de TB-A que contém
mutagoes na direcdo da sequéncia de TB-B apresentam niveis de afinidade
por TNFa, que sdo comparaveis aqueles de TB-A. A Figura 4B ilustra dois
derivados com melhor rendimento de expressdo de TB-A (comparar com
Figura 3A) que apresentam afinidades similares a TB-A quando se compara
em ELISA.

TB-A representa um bom compromisso entre as opcdes de ren-
dimento da expresséo e afinidade. Em termos de afinidade, nenhuma dife-
renga significativa entre cadeia unica e formato de fragmento Fab e TB-A foi
detectavel (dados nao ilustrados).

A afinidade por TNFa e a cinética de ligacdo também foram de-
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terminada para TB-A por ressonancia de plasmoénio de superficie (BIACore),
resultando em uma constante de dissociacdo K4 = 0,8 nM, uma taxa "off" de
Kot = 4,4 x 10™/s e uma taxa "on" kon =5 x 10° s'M™.
Experimento 4: Ensaio de Citotoxicidade de L929

A funcdo dos anticorpos ou derivados de anticorpos em neutrali-
zar TNFa in vivo pode ser testada medindo a inibicdo da citotoxicidade de
TNFa contra fibroblastos L929 do camundongo cultivados ou alternativa-
mente contra células de mielossarcoma KYM-1 humano (Tabela ). Os deri-
vados scFv humanizados de Di62 apresentam diferentes eficacias no ensaio
com L929, como ilustrado na Figura 5B. Alguns derivados de scFv apresen-
tam valores de Clso (concentragéo inibitéria para atingir 50% de inibicao) na
faixa de 5 ng/mL, enquanto que outros nao tiveram qualquer efeito nos en-
saios com L929. Os dados de ELISA e os resultados do ensaio com L929
nem sempre se correlacionam. Os dados com KYM-1 e os resultados com

L929, entretanto, se correlacionaram muito bem, sendo a unica diferenca

‘que concentragdes muito mais altas de TNF humano recombinante e conse-

guentemente também do antagonista foram necessarias para observar um
efeito. KYM-1 foi, portanto, usado principalmente para confirmar os resulta-
dos com L929. Para uma comparagao direta das proteinas em teste, a po-
téncia é expressa como um valor relativo normalizado para TB-A
(CEsoX/CEsqTB-A). Em geral, entretanto, os valores de Clsy tornam-se no-
vamente mais altos quanto mais a sequiéncia de um ligante é semelhante a
estrutura do aceptor humano (FW2.3). A Figura 5 compara a poténcia de
diferentes derivados de TB-A para bloquear a citoxicidade induzida por
TNFa contra células de fibroblastos do camundongo L929. A absorcéo a 450
nm se correlaciona com a sobrevivéncia das células.

TB-A e a IgG anti-hTNFa Infliximab® apresentam um valor de
Clso similar no ensaio com L929, enquanto que a poténcia de TB-wt para
bloguear a citotoxicidade induzida por TNFo humano é significativamente
mais baixa (Figura 5A). Quando os derivados de TB-A sdo comparados com .
TB-A quanto ao seu potencial para bloquear a citotoxicidade induzida por

TNFo, a maioria destes derivados, exceto TB-H43, tém uma' eficacia reduzi-
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da em L929 (Figura 9B).
Tabela I
Propriedades Funcionais de Derivados de TB-A

*

SEQUENCIA Poténcia Relativa: CEsoX/CEsoTB-A
Células L929 Células KYM-1
TB-A 1,0 1.0
TB-A H_M48L/F68I 1,1 1,6
TB-A L_V83E H_V79A nd nd
TB-A ligante_G2R H_F68L | 0,8 1,3
TB-A-QC15.2 1,37 1,5
TB-A-QC23.2 11,32 1,5
TB-A-H_F68A 1,14 nd
TB-A-H_F68V/F70L 1,28 nd
TB-A-H_F70L 2,7 nd

Em linha com os dados de ELISA, ndo ha qualquer diferenca
significativa na capacidade de bloquear a citotoxi'cidade induzida por TNFa
entre scFv e o formato Fab de TB-A (Figura 5C). O valor de Clso do formato
Fab de TB-A fica quase um fator de dois acima do valor de Clsq do formato
scFv de TB-A (Figura 5B), muito provavelmente como resultado da massa
molecular mais ata do fragmento Fab.

Experimento 5: Experimentos Animais com Derivados do Anticorpo Anti-
TNFo
5.1 Descricéo do Experimento

Para testar a eficacia dos derivados de anticorpos da ESBATech
(scFv e Fab) na bioatividade de TNFo. humano funcionalmente neutralizado-
ra em uma situacao in vivo, foi usado um modelo de rato recém-publicado
para monoartrite. Este modelo foi descrito extensivamente por Bolon e ou-
tros (vide Bolon et al., Vet Pathol. 41:235-243 (2004)). Resumidamente,
neste modelo animal de artrite, TNFo. humano é injetado por via intra-
articular dentro da articulagdo do joelho de ratos Lewis machos. A inje¢éo de
TNFo humano leva a uma monoartrite aguda autolimitativa na articulagédo do
joelho. A artrite pode ser quantificada medindo o inchago da articulagéo e a
pontuagao histologica. Consequentemente, a bioatividade dos respectivos
antagonistas de TNFo pode ser quantificada pela redug@o do inchaco da
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articulagao induzido por TNFa e/ou pela redugédo de parametros histolégicos
da inflamacao.
5.2 Materiais e Métodos
Desenho Experimental

Os atuais estudos foram desenhados para examinar o respectivo
potencial de um anticorpo scFv representativo e de um anticorpo Fab repre-
sentativo da série descrita acima em comparagdo com o anticorpo comercia-
lizado Infliximab (Remicade®) para inibir a bioatividade do TNFo. humano
em um modelo animal de artrite apropriado. Bolon e outros tinham demons-
trado anteriormente que a aplicagdo intra-articular de 10 microgramas de
TNFo humano recombinante dentro da articulagéo do joelho do rato provoca
uma monoartrite aguda autolimitativa que pode ser quantificada por anélise
macroscopica e microscépica padronizada. Assim sendo, este modelo ani-
mal serviu como um sistema ideal para avaliar o efeito terapéutico de deri-

vados de anticorpos aplicados localmente. Dois experimentos foram comple-

tados em série (Tabelas IV e V). (1) um estudo basico de eficacia para avali-

ar o potencial global dos anticorpos para bloquear a monoartrite induzida por
TNFo. humano; e (2) um estudo de resposta a4 dose para avaliar a eficacia
relativa dos derivados de anticorpos entre si. As citocinas e os derivados de
anticorpos foram aplicados uma vez por inje¢cdes separadas, como descrito
abaixo. A dose de citocina usada baseou-se na publicacdo de Bolon e ou-
tros, enquanto que a faixa das doses dos derivados de anticorpos baseou-se
em dados de cultura de células disponiveis e em conjectura criteriosa. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com as orientagdes gerais de
cuidados com cobaias.
Animais e Criacao

Ratos Lewis machos adultos jovens (6-7 semanas de idade e
175-200 g) foram designados aleatoriamente a grupos de tratamento (n =
3/coorte) e alojados de acordo com Bolon et al., Vet. Pathol. 41:235-243
(2004).
Instilagcao de Citocina e Anticorpo

As injecbes de anestesia e citocina foram realizadas como des-
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crito por Bolon e outros. Para ndo exceder um volume total injetado por via
intra-articular de 50 microlitros, as citocinas e os derivados de anticorpos
foram instilados em duas inje¢des intra-articulares separadas, com o que os
10 microgramas de TNFa humano recombinante foram injetados em 10 mi-
crolitros de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) esterilizada por
filtragao, e a respectiva dose do respectivo anticorpo foi injetada em 40 mi-
crolitros de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) esterilizada por
filtragao. Os animais tratados por via intraperitoneal com Infliximab (Remica-
de®) receberam inje¢do intraperitoneal com os derivados de anticorpos 3
horas antes da injecao intra-articular de TNFo humano. Em todos animais
tratados com anticorpo aplicado por via intra-articular, a respectiva dose de
anticorpo foi injetada 5 minutos antes da injecao de TNFo. humano. Os ani-
mais do controle receberam injecdo de 10 microlitros de PBS sem TNFq
humano.

Infliximab (Remicade® usado nos experimentos foi adquirido em
uma farmacia suiga oficial. Os anticorpos scFv e Fab (TB-A) especificos pa-
ra TNFo anti-humano, bem como uma estrutura de anticorpo scFv nulo usa-
da como anticorpo de controle inespecifico no experimento de resposta a
dose, foram expressados em E. coli e purificados por métodos usuais. A
contaminagcdo com endotoxinas foi mantida abaixo de 10 'UE por miligrama
de proteina em todas as preparag¢des porque 0 componente lipossacarideo é
um indutor potente de TNFo..

O TNFa humano recombinante foi adquirido na PeproTech EC
Ltd.

Medicao do Diametro da Articulacao

Momentos antes da injegdo do respectivo derivado de anticorpo
aplicado por via intraperitoneal ou intra-articular, ou, no caso dos animais de
controle, antes da injegcdo de PBS ou TNFa, o didmetro da articulagdo do
joelho a receber a injecdo foi determinado por meio de um paquimetro-
padrao. 48 horas depois da inje¢do de TNFa (ou PBS nos animais do con-
trole) e momentos antes do sacrificio dos animais, o didmetro da articulagao

do joelho que recebeu a injecao foi determinado novamente e o inchago da
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articulagéo foi calculado subtraindo o valor da segunda medi¢do do diametro
do valor da primeira medicdo do diametro (Figuras 6 e 9).
Processamento do Tecido

48 horas depois da injecao de TNFa (ou PBS no caso dos ani-
mais do controle), os animais foram sacrificados. Na necropsia, os joelhos
que receberam a injecao foram separados da pata e da coxa, fixados por
imersao em etanol a 70% e prosseguiram para coloragdo-padrdao com hema-
toxilina e eosina (HE), como descrito por Bolon e outros.

Analise Morfolégica

A analise de pontuacgéo histoldgica para edigédo da inflamacéo da
articulagao foi realizada como descrito por Bolon e outros. Os critérios da
pontuagéo histolégica para avaliacdo da inflamagédo da articulacdo foram
aplicados de acordo com Bolon e outros (Figuras 7, 8 e 9).

5.3 Resultados

Em um primeiro conjunto de experimentos, um anticorpo scFv

'ESBATech representativo aplicado por via intra-articular, TB-A, e o anticorpo

Fab ESBATech aplicado por via intra-articular correspondente, foram compa-
rados quanto a sua capacidade de bloquear a indugdo da monoartrite aguda
com Infliximab (Remicade®) aplicado por via intra-articular e intraperitoneal,
de acordo com a Tabela IV:

Tabela IV

Esquema de Injecdo do Experimento 1

GRUPO TNFo (ug) em | INIBIDOR DOSE (uG)

PBS

1(n=23) 0 Nenhum

2(n=23) 10 Nenhum

3(n=23) 0 TB-A scFv 180

4 (n=23) 10 TB-A scFv 180

5(n=23) 0 TB-A 450
Anticorpo Fab

6 (n=3) 10 TB-A 450
"Anticorpo Fab

7 (n=23) 10 TB-A 180

‘ Anticorpo Fab




10

15

20

25

56

8 (n=23) 0 Infliximab (i.a) 450
9(n=23) 10 Infliximab (i.a) 450
10 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 180
11 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 450
12 (n = 3) 10 Infliximab (i.a) 180

Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento sobre a
mudanca do diametro do joelho (como um indicador dos efeitos sobre o in-
chago da articulagcéo induzido por TNFo) estdo representados na Figura 6.
Todos anticorpos bloquearam completamente o inchago da articulagéo indu-
zido por TNFo.

Para avaliacdo dos efeitos do tratamento sobre a inflamacéao da
articulagao, a pontuacao histoldégica das laminas de tecido corado com HE
foi realizada. A inflamacgéo da articulagido foi pontuada pelos seguintes crité-
rios (vide Figura 7 para obter exemplos de pontuacao representativos):
Pontuacao 0: normal
Pontuacédo 1: Espessamento brando do revestimento sinovial
Pontuacao 2: Espessamento do revestimento sinovial e inflamagao branda
do subrevestimento
Pontuacao 3: Espessamento do revestimento sinovial e inflamac&do modera-
da do subrevestimento '

Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento sobre
as pontuagoes de inflamacéao histopatolégica estéo ilustrados na Figura 8.

Foram observados efeitos comparaveis de todos tratamentos
sobre as pontuagdes da inflamagéo histopatolégica.

Em um segundo conjunto de experimentos, a resposta a dose
relativa para os derivados de anticorpos avaliados foi comparada. O anticor-
po TB-A scFv ESBATech representativo aplicado por via intra-articular e o
anticorpo Fab correspondente do Experimento 1 aplicado por via intra-
articular foram comparados com Infliximab (Remicade®) aplicado por via
intra-articular e intraperitoneal e um anticorpo scFv néo-relacionado carente
de qualquer atividade de ligagdo ao TNFa humano em uma faixa de dose
mais ampla e diferente, em comparacdo com o Experimento 1, de acordo

com a Tabela V.
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Tabela V
Esquema de Injecao do Experimento 2
GRUPO TNFo (ug) | INIBIDOR DOSE (uG)
em PBS
1(n=23) 0 Nenhum
2(n=23) 10 Nenhum
3(n=23) 10 Anticorpo scFv ndo-relacionado | 180
4 (n=23) 10 Anticorpo TB-A scFv 156
5(n=3) 10 Anticorpo TB-A 45
scFv
6 (n=23) 10 Anticorpo TB-A 11
’ scFv
7 (n=23) 10 Anticorpo TB-A 156
Fab
8 (n=3) 10 Anticorpo TB-A Fab 45
9(n=23) 10 Anticorpo TB-A Fab 11
10(nh=3) |10 Infliximab (i.a) 156
11 (n = 3) 10 Infliximab (i.a) 45
12 (n=23) 10 Infliximab (i.a) 11
13(n=3) 10 Infliximab (i.a) 156
14 (n=23) 10 Infliximab (i.a) 45
15 (h=3) 10 Infliximab (i.a) 11

Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento sobre a

mudanca do didmetro do joelho (como um indicador dos efeitos sobre o in-

chago da articulagéo induzido por TNFo estdo representados na Figura 9.

Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento sobre as pontuagdes

de inflamacgéo histopatoldgica estao ilustrados na Figura 10.

Resumindo, o scFv ESBATech anti-TNFa representativo e o an-

ticorpo Fab ESBATech anti-TNFa representativo foram altamente eficientes

em bloguear a monoartrite induzida pelo TNFa humano apés administracao

local (intra-articular).

Embora as modalidades atualmente preferidas da invencao te-
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nham sido ilustradas e descritas, deve-se entender distintamente que a in-
vengao nao esta limitada a elas, mas pode ter varias modalidades diferentes

e praticadas dentro do &mbito as reivindicagdes que se seguem.
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Listagem de Sequéncia
<110> ESBATech AG
<120> Anticorpos estaveis e soluveis que inibem TNFalfa
<130> 12013PC
<160> 40
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 108
<212> PRT
<213> artificial
<220>
<223> Derivativo de TB-B

<220>

<221> VL/TB-A

<222> (1)..(108)

<400> 1

. Asp Ile val Met Thr GlIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 ‘ 15

Asp Arg val Thr Leu Thr Cys Thr %ga Ser Gin Ser val ggr AsSn Asp

val val ggp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro kgs Leu Leu Ile
40 .

Tyr Ser Ala Phe Asn Arg Tyr Thr Gly val pro Ser Arg Phe ser Gly
50 55 60

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala §§1 Tyf Tyr Cys Gin ggn AsSp Tyr Asn Ser Sgc AlG

Thr Phe Gly ggg Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg

105
<210> 2
<211> 117
<212> PRT

<213> artificial

:%%g; Derivativo de TB-B

<220>
<221> VH/TB-A
<222> (L..11n



<400> 2
Gln val

1

Ser val

Gly Met

Gly Trp
50

Lys Asp

65

Met Glu

Ala Arg

val Thr

<210> 3

Glin

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

Glu

val
115

<211> 108
<212> PRT

Leu

val

20

Trp

Asnh

Phe

Thr

val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Ser

<213> human-murine
<220> ,

<221> VL/TB-B
<222> (1)..C108)
<400> 3

%sp Ile val Leu ghr

Asp Arg

val val

Tyr ser
50

ser Gly
65

Glu Asp.

val Thr Leu
20

Trp Tyr Glin
35

Ala pPhe Asn

ser Gly Thr

val Ala val

85

Glin

cys

‘Arg

Tyr
Phe
70

Leu

ASp

Gin

Thr

Glin

Arg

Glu
70

Ser
Thr
Gln
Thr
ser

Thr

Ala’

ser

Cys

Arg

Tyr

55

Phe

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Leu
Ser

Met

Pro
Thr
Pro
40

Thr

Thr

Cys

60

Ala

Ser
25

Pro

Glu

Glu

ASp

As
10

ser
Ala
25

Gly
Gly

Leu

Gin

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Thr
Asp
a0

Tyr

ser

10

Lys

val

Thr

Gln

90

val
Tvr
Lys
Thr
Ser
75

Thr

Trp

Len
Gin
Ala
Pro
Ile
75

Asp

Thr

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Gly

Ser

ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Gln

Ala

val

Lys

45

Arg

Ser

AsSnh

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Ser

Ser

30

Arg

Phe

Leu

Gly
15

His
Trp
Lys
val
TYTPr

95

Thr

val
15

ASn
Leu
ser

Gin

Pro
95

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Gy
Asp
Ile
Gly
Pro

80

Arg
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Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu Vval Lys Arg
100 105

<210> 4

<211> 117

<212> PRT

<213> human-murine

<220>
<221> VH/TB-B
<222> (1)..117)

<400> 4
g]n val Gin Leu gaT Glin ser Gly Ala G%u val Lys Lys Pro G;y Ala
1 1

Ser val Lys ¥81 Ser Cys Thr Ala ggr Gly Tyr Ser Phe ;hr His Tyr
: 0

mad

Gly Met égn Trp val Arg Gln ﬁga*Pro Gly Gln Gly Lgu Glu Trp Met
4

Gly ggp Ile Asn Thr Tyr ggr Gly Glu Pro Thr gyr Ala Asp Lys Phe
0

Lys Asp Arg vai Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Ile Gly Thr val Tyr
65 ‘ 70 75 80

Met Glu Leu Thr ggr Leu Thr Ser Asp ggp Thr Ala val Tyr Tgr cys
9

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln éTy Thr Leu
100 105 v 110

val Thr val Ser Ser

115
<210> 5
<211> 108
<212> PRT

<213> human

<220>

<221> VL/FwW2.3

<222> (1)..(108)

<400> 5

Asp Ile val Leu Thr Gin ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

ASp Arg val ggr Leu Thr Cys Arg &ga Ser Gln Gly Ile ggg Asn Glu



Leu Ala ggp Tyr GIn Gin

Tyr .gga Gly Ser Ile Leu

ser Gly ser G}

65

Glu Asp val Ala val

BS

Met Phe Gly GlIn Gly
100

<210> 6

<211> 124

<212> PRT

<213> human

<220>

<221> VH/FW2.3

<222> (1)..1248)

<400> 6

GIn val Gln Leu val

1 57

ser val Lys val Ser
20

Phe Leu His Trp val

35
Gly Arg Ile Asn Pro
. 50

GIln Asp Arg val Thr

65

Met Glu Leu Thr Ser

85

Ala Arg val Pro Arg
100

Tyr Trp Gly Gin Gly

115
<210> 7

<211> 108

y Thr Glu
70

Tyr

Thr

Gln

Cys

Arg

Asp

Leu

70

Leu

Gly

Thr

Arg

Gln

Phe

Tyr

Lys

Ser

Thr

Gln

ser

55

Thr

Thr

Thr

Leu

Pro
40

Ser
Thr

Cys

Leu

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser

Tyr

val
120

62

Gly

Gly

Leu

G1n

Glu
105

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Asp

Leu

105

Thr

Lys
val
Thr
Glin

S0

val

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
ASp
90

Asp

val

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

val

Tyr

Gln

Ile

ser

75

Thr

Pro

Ser

Pro
Ser
60

ser

Tyr

Arg

Lys

Ser

Gly

TYyr

60

Ile

Ala

Trp

Ser

ser

Lys

pPhe

Leu

45

Ala

Gly

val

Asp

- Arg

Phe

Leu

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Glin

Thr

Tyr

Leu T

ser
Gln

Pro
95

Gly
15

Gly
Trp
LYS
val
Tyr
95

Phe

Gly
Pro

80

TYr

Ala

Tyr

Met

Phe

TYr

80

cys

Asp



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

63

PRT_ .
artificial

derivative of TB-A

VL/TB_L2
(L..(108)

7

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5

10

Asp Arg val Thr Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gln

20 25

val val ggp Tyr Gin GIn Arg Pro Gly Lys Ala

40

Tyr Ala Gly ser Ile Leu GIn Ser Gly val Pro

50

55

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile

65

70 75

‘Glu Asp val ala val Tyr Tyr Cys Gin Gln Asp

85 90

Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Leu Glu val Lys

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

100 105

8

108

PRT . .
artificial

derived from TB-A

VL/TB_L3
(1)..(108)
8

Asp Ile val met ghr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1

10

Asp Arg val ;gr Leu Thr Cys Thr Ala ser Gln

val val ggp Tyr 61In Gln Arg PBO Gly Lys Ala Pro
4

25

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

ser

ser

Ala

val

Asn

Ala

val

Lys
45

Ser

Ser

30

Leu

Phe

l.eu

Ser

Ser

val Gly
15

Asn Asp

Lteu Ile

ser Gly

GIn Pro

80

Pro Arg
95

val Gly
15

ser Asn ASp
30

Leu

Leu Tle
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Tyr Egr Ala Phe Asn Arg ggr Thr Gly val Pro ggr Arg Phe ser Gly

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln pPro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala ga1 Tyr Tyr Cys Glin ggn Tyr Tyr Ser Leu Pgo Tyr
5 9

Met pPhe Gly GTB Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg
10

105
<210> 9
<211> 117
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> derivative of TB-A

<220>

<221> VH/TB_H2

<222> (1)..(117)

<400> 9

Gin val GIn Leu val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 - 10 15

ser val Lys val Ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr phe Thr His TYr
20 25 30

Gly Met ?gn Trp val Arg Glin ﬁga Pro Gly Lys Gly ggu Glu Trp Met

Gly ?rg ITe Asn Pro Asp ggr Gly Asp Thr Ile ggr Ala GIn Lys Phe.
0

Gln Asp Arg Phe Thr Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala ser Thr val Tyr
65 ' 70 75 80

Met Glu Leu Thr ggr Leu Thr Ser Asp ggp Thr ala val Tyr ggr Cvs

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

val Thr val Sser Ser

115
<210> 10
<211ls> 20
<212> PRT

<213> artificial linker



65

<220>
<223> artificial linker sequence

<220> .

<221> Glycine-Serine Linker
<222> (1..020) -

<400> 10

§1y Gly Gly Gly ger Gly Gly Gly Gly ssr Gly Gly Gly Gly igr Gly
1

Gly Gly Gly ser
20

<210> 11

<211> 108

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<223> derivative of TB-B

<220>

<221> VL/TB~B R46L

<222> (1)..(108)

<400> 11

Asp Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val zgr Leu Thr Cys Thr g}a Ser Gln Ser val ggr Asn Asp

val val 'ggp Tyr GIn Gin Arg zr‘o Gly Lys Ala Pro li)sls Leu Leu Ile
’ 0

Tyr §8r Ala Phe Asn Arg ggr Thr Gly val pPro ser Arg Phe ser Gly
60

ser Gly ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile ser Ser Leu Gln Pro

65 70 .75 80
Glu Asp val Ala ggT Tyr Tyr Cys Gln ggn ASp Tyr Asn Ser Sgo Arg
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg
100 105
<210> 12
<211> 245
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> scFV , human-murine with artificial linker



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

<400>

TB-AB
(1)..0245)
VL{TB-A)-1inker-VH(TB-B)

12

ésp Ile val Met Thr GlIn Ser Pro

AsSp Arg
val val

Tyr Ser
50

Arg G1
659 y

Glu Asp
Thr Phe
Ser Gly

G1n val
130

Ser val
145

Gly Met
Gly Trp
Lys A;p
Met Glu

210

Ala Arg
225

val

Trp

35

Ala

TYr

val

Gly

Lys

Asn

Ile

Leu

Glu

Thr

20

Tyr

Phe

Gly

Ala

Gln

100

Gly

Leu

val

Trp

Asn

180

val

Thr

Arg

5

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

Gly

val

Ser

val

165

Thr

Thr

ser

Gly

Thr

‘GIn

Arg

AsSp

70

TYyr

Thr

Ser

GIn

Arg

Tyr

Leu

Leu

cys
Arg
Tyr
55

Phe
Tyr
Lys
Gly
Ser
135
Thr
Glin
Thr

Thr

Thr

215

Thr

Pro
40

Thr
Thr

Ccys

Leu

Ala

Ala

Gly

Met

66

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Asp

Asp

Asp

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

val

Gly

Glu

Gly

Thr

Asp

Tyr

lLeu

Gin

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

ser

val

Tyr

Gln

Thr

Ser

Thr

Trp

Ser

ser

Pro

ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gly

Lys

140

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ala

220

Gly

Ala

val

Arg

Ser

Asn

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Gln

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

110

Gly

Pro

Thr

Glu

Tyr

Gly

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Gly

Gly

Gly

His

Lys

val

Tyr

Thr

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro
80

Arg
Gly
Ser
Ala
Tyr
160
mMet
Phe
TYr .

Cys

Leu
240



-

67

val Thr val ser ser

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

<220>
<223>

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

<400>

245
13
245
PRT
artificial

SCFv, hqman—murine with artificial Tinker

TB-BA
(1)..0245)
VL(TB-B)~linker-vH(TB-A)

13

ﬁsp Ile val Leu ghr Gln ser Pro Ser

Asp Arg

val val

Tyr Ser
50

65

Glu Asp

Thr pPhe

val Thr Leu Thr Cys Thr Ala
20 25

Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly
35 40

Ala phe Asn Arg ggr Thr Gly

"Ser Gly ser Gly Thr Glu phe Thr Leu

70

val Ala ggi Tyr Tyr Cys Gln

Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu
© 100 105

ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly
1

130

ser val

145

Gln Leu val Gln Ser Gly Ala
135

Lys val Ser Cys Thr Ala Ser
150

Gly Met Asn Trp val Arg Gin Ala Pro

165

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu

180 185

Ser

10

Ser

Lys

val

Thrv

Gin
90

val
Gly
Glu
Gly
Gly
170

Pro

Leu

Gin

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

ser

val

Thr

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gly

Lys

140

Thr

Gly

Tyr

aAla

val

Arg

ser

Asn

Gly

HO
N !
il

LysS

phe

Leu

Ala

Ser

ser

30

Arg

Phe

Leu

Ser

Gly

110

Gly

Pro

Thr

Glu

val
15

ASn
Leu
Ser
GIn
Pro
95

Gly

Gly

Gly

His

Trp

L_ys

Gly
Asp
Ile
Gly
Pro
80

Arg
G1y 
Ser

ATa.
180

Met

Phe



Lys Asp Arg Phe
195
Met Glu Leu Thr
210

Ala Arg Glu Arg

225

val Thr val ser

<210>
<2131>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Thr val Ala
1

Leu Lys
Pro Arg
Gly Asn

50

Tyr Ser
65

His Lys

val Thr. Lys

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

<220>
<221>

<222>

<400>

Thr

Ser

Gly

Ser
245

14
106
PRT
human

rPhe

Leu

ASp
230

C-kappa of human

(L. (105
14

Ala Pro

Ser Gly Thr

20

Glu Ala

Lys
35

Ser GIn Glu

Leu Ser Ser

Ala
85

val Tyr

Ser Phe

100

15
105
PRT
human

CH1 of human
(1)..05

15

Ser
Ala
val
Ser
Thr
70

Cys

Asn

Ser
Thr

215

Ala

Ig

val

ser

Gln

val

55

Leu

Glu

Arg

68

teu Glu Thr ser Ala

200

Ser

Met

Phe

val

Trp

40

Thr

Thr

val

Gly

Asp Asp Thr

Asp Tyr Trp
235

Phe
10

Ile Pro

val
25

Cys Leu

Lys val Asp

Glu G1n Asp

Leu Ser Lys

75

His Gl1n

90

Thr

Glu Cys
105 -

Ala
220

Gly

Pro

Leu

Asn

ser

60

Ala

Gly

sSer
205

val

Glin

ser

Asnh

Ala

45

Lys

Asp

Leu

Thr val Tyr

Tyr Tyr Cys

Gly Thr Leu
240

Glu Gln

15

Asp

Asn Phe

Tyr
30

Leu GIn Ser

Asp ser Thr

Tyr Glu Lys

80

ser Pro

95

Ser



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

ser

Thr

Ser

val

50

Ser

Ile

val

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

<220>
<221>
<222>
<400>

Asp Ile val Met Thr
1 5

Asp

val

Tyr

Arg

65

Glu

Thr

Arg

val

Thr Lys g1y

Ser Gly Gly
20

Glu Pro val
His Thr Phe
ser val val

Cys Asn val
85

Glu Pro Lys
100

16

108
PRT
murine

VL/TBwt
(1..08)

16

val Thr TIle
20

Trp Tyr Gln
35

Ser Ala Phe Asn
50

Gly Tyr Gly Thr

Asp Leu Ala val

85

Phe Gly Gly Gly

100

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Ala

val

Ala

55

val

His

Cys

Thr

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

LysS

69

val

Ala

ser

40

val

Pro

Lys

Thr

Pro

Thr

Pro

40

Thr

Thr

cys

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser

Pro

Ser
105

Lys
Ala
25

Gly
Gly
Phe

Gln

Glu
105

Pro
10

Gly
Asn
Gln

Ser

Ser
90

Phe
10

Ser
Gln
val

Thr

Glin
S0

Ile

Leu

Cys

ser

Ser

Ser

75

Asn

teu

Gin

Ser

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu

Thr

Leu
ser
Pro
ASp
60

ser

Tyr

Arg

Pro
val
Ala
45

Gly

Gly

Lys

val
val
Lys
45

Arg
ser

Asn

Lys

30

Leu

Leu

Thr

val

Ser

ser

30

Met

Phe

val

Ser

Ser Lys
15

Asp Tyr
Thr Ser
Tyr Ser
Gin Thr

80

Asp Lys
95

Ala Gly
15

Asn Asp
teu Met
Thr Gly
Gin Ala

80

Pro Arg
95



70

<210> 17

<211> 117
<212> PRT

<213> murine

<220>

<221> VH/TBwt

<222> (1)..(117)

<400> 17

Gln Ile Gin Leu val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Thr val Lys gge ser Cys Lys Ala %gr Gly Tyr Thr phe ghr His Tyr
0

Gly Met Asn Tfp val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met
35 40 45

Gly ggp-ITe Asn Thr Tyr TEF Gly Glu Pro Thr ggr Ala Asp Asp Phe
5

Lys Glu His Phe Ala phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr val Phe
65 70 75 80

Leu G1n Ile Asn ggn Leu Lys Asn Glu Sgp Thr Ala Thr Tyr She Cys
5

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Sser
- 100 105 110

val Thr val ser ser

115
<210> 18
<211> 245
<212> PRT
<213> artificial

<220> . . . )
<223> scFV, human-murine with artificial linker

<220>

<221> TB-A H43

<222> (1)..(0245

<223> scFv VL(TB-A)-1inker-VH(TB-A K43Q)

<400> 18

Asp Ile val Mmet ghr Gin Ser Pro ser igr Leu Ser Ala ser val Gly
1 : 15

Asp Arg val ggr Leu Thr Cys Thr gga Ser Glin ser val ger Asn Asp
0



val val
Tyr ser
50

Arg Gly
65

Glu Asp
Thr Phe
ser Gly

Gln val
130

ser val
Gly Met
Gly Trp
Lys Asp

Met Glu
210

Ala Arg
225

val Thr

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

<220>
<223>

<220>
<221>

Trp

35

Ala

Tyr

val

Gly

Lys

Asn

Glu

val

1c
245
PRT

Tyr Gin

Phe Asn

Gly Thr

Ala val

85

Gin Gly
100

Gly Gly
Leu val
val ser
Trp val

165
Asn Thr
180
Phe Thr
Thr Sser

Arg Gly

Ser ser
245

artificial

Gln
ATg
ASp
70

Tyr
Thr

Ser

Gln

Tyr
phe
Leu

Asp
2

71

Arg Pro Gly

Tyr
55

Phe
Tyr
Lys
Gly
Ser
135
Thr
GIn
Thr
ser
Thr

215

Ala

40

Thr
Thr
Cys
Leu
Gly
1

Gly
Ala
Ala
Gly
Leu
200

Ser

Met

Gly
Leu
Gln
Glu
105
Gly
Ala
Ser
Pro
Glu
185

Glu

Asp

Asp

Lys

val

Thr

Gln

80

val

Gly

Glu

Gly

Gly

170

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ala

Pro

Ile

75

AsSp

Lys

ser

val

TYr

155

GIn

.Thr

Ser

‘Thr

Pro

Ser

60

sSer

Tyr

Arg

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

220

Gly

Lys Leu
45

Arg pPhe

Ser Leu
ASn Ser
Gly Gly

110

Gly Gly

Lys Pro-

phe Thr
Leu Glu
Ala Asb
ser Thr
205

val Tyr

Gin Gly

ScFv, human-murine with artificial linker

TB-A H70/72

Leu

Ser

Gln

pro

95

Gly

Gly

Gly

His

Lys

val

Tyr

Thr

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly

Ser

Ala

TYyr

160

Met

Phe

Tyr

Cys

Leu
240



<222>
<223>

<400>

Asp

val

Tyr

Arg

65

Glu

Thr

Ser

Glin

Ser

145

Gly

Gly

Met

Ala
225

val

Arg

val

Ser

50

Gly

Asp

Phe

Gly

val

130

val

Met

Trp

Asp

Glu

210

Arg

Thr

(..

SCFv
19
QSP Ile val

val Thr
20

Trp Tyr
35
Ala Phe
Tyr Gly
val Ala
Gly Gln
100
Gly Gly
Gln Leu
Lys vai
Asn Trp
Ile Asn
180
Arg val
Leu Thr

Glu Arg

val ser

(245
VL(TB-A)-Tinker-vH(TB-A F70L/L72R)

Leu

GIn

Asn

Thr

val

85

Gly

Gly

val

Ser

val

165

Thr

Thr

Ser

Ser
245

Met ghr Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

70

TYyr

Thr

Ser

Gln

Cys

150

Arg

Tyr

Phe

Leu

Ser

Cys

Arg

Tyr

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

i35

Thr

Gln

Thr

Ser

Thr

215

Ala

Pro

Thr

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

-200

Ser

Met

72

Ser

Gly

Gly

Leuy

G1n

Glu
105

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Glu

Asp

Asp

Ser Leu
10

Ser
Ly§
val
Thr
2
val
sly
Glu

Gly

Thr

Asp

Ty

G1

Al

Pr

Il

75

As

Ly

Se

n

a

o}

e

P

s

r

val

Ty

Ly

Th

Se

Th

T
23

r
)
r
r
r

P
5

Ser Ala Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gly

Lys

140

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ala

220

Gly

val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

sSer

205

val

Gln G

Ser
30

Leu

Phe

‘Leu

Ser
Gly
110
Gly
Pro
Thr
Glu
Asp
190

Thr

Tyr

val
15

Asn
Leu
Ser
Gln
Pro
g5

Gly
Gly
Gly
Ris
Trp
Lys
val
Tyr

Thr

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly

Ser

Ala

Tyr

160

Met

Phe

Tyr

cys

-Leu

240



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

<220>
<223>

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

<400>
Asp Ile
1

AsSp Arg
val val
Tyr ser

50

Arg Gly
65

Glu Asp
Thr Phe
ser Gly
Gin val

130

ser val
145
Gly Met

Gly Trp

Lys Asp

20
245
PRT

artificial

73

SCcFv, human-murine with artificial linker

TB-A

(..

SCFV

20
val
val
Trp
35
Ala
TyYr

val

Gly

Lys

Asn

H70/72
(245)
VL(TB-A)-Tinker-vH({(TB-A

Met

Thr

20

Tyr

Phe

Gly

Ala

Glin

100

Gly

Leu

val

Trp

Asn

"180

Phe

Thr
5
Leu
Gin
Ash
Thr
val
85
Gly
Gly
vall
Ser
val
165

Thr

Thr

Gln ser Pro

Thr
Glin
Arg
Asp
70

Tyr
Thr
Ser

Gln

Tyr

Leu

Cys

Arg

Tyr
gg

~

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

135

Thr

Gln

Thr

Ser

Thr

Pro

40

Thr

Thr

cys

Leu

Ala

Gly

Arg
200

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Ala

Ser

Pro

F70L/L72R)

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

val

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

ser

val

Tyr

155

Lys

Thr

ser

Ser
Ser
Pro
ser
60

Ser
Tyr
Arg
Gly
Lys
140
Thr
Gly

Tyr

Ala

Ala
val
Lys
A5

Arg
Ser

Asn

Gly

Lys
phe
Leu
Ala

Ser
205

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Gly

110

Gly

Pro

Thr

Glu

val

15

Ash

Leu

ser

GIn

Pro

95

Gly

Gly

Gly

His

Lys

val

Gly
AsSp
Ile
Gly
Pro
80

Arg

Gly

sSer

Phe

Tyr



74

Met Glu Leu Thr Ser Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
210 215 220

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu

225 230 235 240
val Thr val ser ser
245
<210> 21
<211> 245
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> scFv, human-murine with artificial linker

<220>

<221> TB-A H76/77

<222> (1)..(0245)

<223> scFv VL(TB-A)-Tinker-vVH(TB-A A761I/577G)

<400> 21
Asp Ile val Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ggr Leu Thr Cys Thr éga-Ser GIn Ser val ser Asn Asp
0 S . - . 30

val val ggp Tyr GIn GIn Arg ZEO Gly Lys Ala Pro igs Leu Leu Ile

Tyr ggr Ala Phe Asn Arg ggr Thr Gly val Pro ggr Arg pPhe ser Gly

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala gg] Tyr Tyr Cys Glin ggn Asp Tyr Ash Ser Pgo Arg
9

Thr pPhe GTy Gin Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg Gly Gly Gly Gly
100 105 110

ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly Sser Gly

Gly Gly ser
115 120 y &

o
-t
i

GIn val Glin Leu vai Gin Ser Gly Ala Glu val Lys.Lys Pro dTy Ala
130 135 140

Ser val Lys val ser cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
145 150 155 160



Gly Met

Gly Trp

Lys Asp

Met Glu
210

Ala Arg
225

val Thr

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

<220>
<223>

<220>

Asn Trp

Ile Asn
180

Arg pPhe
195

_Leu Thr

Glu Arg

val ser

22
245
PRT

val

165

Thr

Thr

Ser

Gly

Ser
245

artificial

Arg Gjn
Tyr Thr
Phe Ser
Leu Thr

215

Asp Ala

75

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu
170

Gly Glu Pro Thr Tyr Ala

185

Leu Glu Thr ser Ile Gly

200

205

Ser Asp Asp Thr Ala val
220

Met Asp Tyr Trp Gly Glin
235

SCFv, human-murine with artificial linker

<221> TB-A L46
(1)..0245
SCFv VL(TB-A

<222>
<223>

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

val val

Tyr ser
50

22

val Mmet ghr

val Thr

- 20
Trp Tyr
35

Ala pPhe

Arg Gly Tyr. Gly
65

Glu Asp

Thr pPhe

val Ala

Gly G1in
100

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

L46R)-T1inker-vH(TB-A)

G1ln ser
Thr Cys
é1n.Arg
Arg ggr
9gp Phe
Tyr Tyr

Thr Lys

Pro Ser
Thr Ala
25

Pro Gly
40

Thr Gly
Thr Leu
Cys Gln

Leu Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Glin

90

val

Leu Ser

Gln Sser

Ala Pro

Pro Ser

60

Ile Sser
75

AsSp Tyr

Lys Arg

Ala

val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Gly

Asp
190
Thr

Tyr

Gly

ser

Ser

30

Arg

Phe

Leu

Ser

Trp
175
Lys
val

Tyr

Thr

val
15

Asn
Leu
ser
GIn
Pro
95

Gly

Met

Phe

Tyr

Cys

Leu
240

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly



Ser

ser
145

Gly

Lys

Met

Ala
225

Gly.

val
130

va'l

Met

y Trp

Asp

Glu
210

Arg

Lys

AsShn

Ile

Glu

val Thr val

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

<220>
<223>

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

<400>
isp Ile val Met ghr Gln ser Pro ser igr Leu Ser Ala

23
245
PRT

Gly

Leu

val

Trp

Asn

180

Phe

Thr

Arg

Ser

Gly Ser Gly

-

vai

Ser

val

165

Thr

Thr

Ser

Gly

Ser
245

artificial

Gin

Cys

150

Arg

Tyr

Phe

Leu

Ser
135

Thr

Glin

Thr
ser
Thr
215

Ala

76

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

200

Ser

Met

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Glu

Asp

Asp

Gly

Glu

Gly

Gly

170

Pro

Thr

Asp

Tyr

ser

val

Tyr

Lys

Thr T

Ser

Thr

Trp
235

Gly
Lys

140

Thr

Gly

Ala

Ala
220

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala A

Ser
205

val

Gin

scFv, human-murine with artificial linker

TB-A

L65

(1)..0245)
ScFv VH(TB-A R655)-1inker-vH(TB-A)

23

Asp Arg val ;gr Leu Thr Cys Thr Sga ser Gin Ser val

val val ;gp Tyr G1n GIn Arg Pro Gly Lys Ala Pro Lys
40

Tyr Ser Ala Phe Asn arg Tyr Thr Gly val pro Ser Arg
50 55 60 '

45

Gly

Pro

Thr

Glu

Tyr

Gly

Ser

ser
30

1]
=

o~

Phe

Gly

Gly

His

Lys

val

Tyr

Thr

val

15 -

Asnh

Leu

Ser

Ser

Ala

TYr

160

Met

‘Phe

Tyr

Ley
240

Gly

ASp

Ile

Gly



77

ser Gly Tyr Gly Thr asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala gal Tyr Tyr Cys GIn Gln Asp Tyr Asn Ser PEO Arg
5 S0 =)

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg Gly Gly Gly Gly
. 100 105 110

ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser
115 ' 120 125

Gin val Gin Leu val Glin ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
130 135 140

Ser val Lys val ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
145 . 150 155 160

Gly Met Asn Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
165 170 175

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Lys Phe
180 185 190

Lys Asp Arg pPhe Thr Phe Ser Leu Glu Thr ser Ala Ser Thr val Tyr
195 200 205

Met Glu Leu Thr Ser Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
210 215 220

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly GlIn Gly Thr Leu
225 230 _ 235 240

val Thr val ser ser
245

<210> 24

<211> 245

<212> PRT

<213> artificial

<220> . . . )
<223> scFv, human-murine with artificial linker

<220>

<Z221> TB~A L67

<222> (1)..(245%)

<223> scFv VL(TB-A Y67S)-Tinker-vH(TR-A)

<400> 24
Asp Ile val met Thr Gln ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 3 10 15



Asp Arg
val val
Tyr Ser
50

Arg Gly
65

Glu Asp
Thr Phe
Ser Gly
Gin val

130

Ser val
145

Gly Met
Gly Trp
Lys Asp

Met Gl
2

Ala Arg
225

val

TIrp T

35

Ala

ser

val

Gly

Lys

AsSn

Ile

Glu

val Thr val

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

<220>
<223>

25
117
PRT

Thr
20

Phe

Gly

Ala

GIn

100

Gly

Leu

val

Trp

Asn

180

Phe

Thr

Arg

Ser

Leu

Asn
Thr
val
85

Gly
Gly
val
Ser
val
165
Thr
Thr
Ser

Gly

Ser
245

artificial

Thr

Arg

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Gin

Cys

150

Arg

Tyr

pPhe

Leu

ASp
230

cys

Arg

Tyr

55

Phe

TYF

Lys

Gly

Ser

135

Thr

Gln

Thr

ser

Thr

215

Ala

derived from TB-a

Thr
Pro
40

Thr
Thr
cys

Lteu

aAla
Ala
Gly
Leu
200

Ser

Met

78

Ala
Gly
Gly

Leu

Glu
105
Gly
Ala
Ser
Pro
Glu
185
Glu

Asp

Asp

ser

Lys

val

Thr

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Gin
90

val
Gly

Glu

Gly

.G1y

170

Pro

Thr

Asp

Tyr

Asp
Lys
Ser
val
%
Lys
Thr
Ser

Thr

Trp
5

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gly

Lys

140

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ala
220

val

Arg

Ser

AsSn

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

205

val

Glv*e&Eln

Ser
30

Leu
Phe
Leu
Ser
Gly
110
Gly
Pro
Thr
Glu
ASp
190

Thr

Tyr

Gly

Asn

Leu

Ser

Gin

Pro

95

Gly

Gly

Gly

His

Trp

175

Lys

val

Tyr

Thr

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly

ser

Ala

Tyr

160

Met

Phe

Tyr

Cys

Leu
240



<220>
<221>
<222>
<400>

Gln val
1

Ser val
Gly Met
Gly Trp

50

Lys Gly
65

Met Glu
Ala Arg
val Thr

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

VH/TB-A D666
(1)..117

25
Gln

Lys

ASn

35

Ile

Arg

Leu

GTu

val

115

26
108
PRT

Leu

val

20

Trp

Asn

Phe

Thr

val
5

Ser
val
Thr
Thr

Ser

.85

Gly

Ser

artificial

Gln

Cys

Arg

Tyr

Phe

70

Leu

AsSp

drived from TB-A

VL/TB-A V83F

(1)..C108)

26

ésp Ile val Met ghr Glin

Asp Arg val ggr Leu Thr

val val ggp Tyr Gln Gln

Tyr ser Ala Phe Asn Arg

Ser

Thr

Gln

Thr

55

ser

Thr

Ala

ser

Cys

Arg

Tyr

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Leu

Sar

Met

Pro

Thr

Pro

40

Thr

79

Ala Glu
10

Ser Gly
25

Pro Gly

Glu Pro

Glu Thr

Asp Asp
S0

Asp Tyr

Ser Ser
10

Ala ser
25

Gly Lys

Gly val

val

Tyr

Lys

Thr

ser

75

Thr

Trp

Leu

Glin

Ala

pro

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Ala

Ala

Gly

Ser
Ser
Pro

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Glin

Ala

vai

Lys

Al'g

Pro

Thr

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Gly
110

ser
Ser
30

Leu

Phe

Gly
15

His
Trp
Lys
val
Tyr
95

Thr

val
15

Asn

Ser

A]a
Tyr
Met
Phe
80"

Cys

Leu

Gly
Asp
Ile

Gly



50

ggg Gly Tyr Gly Thr

GTu Asp Phe Ala val

85

Thr phe Gly Gln Gly
100

<210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

27

108

PRT
artificial

derived from

VL/TB~A V83A
(.. 08

27

Asp Ile val Met Thr
1 5

Asp
val
TYyr

Arg
65

Glu
Thr

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

<220>
<223>

<220>

Arg val
val Trp
ser Ala
50

Gly Tyr
Asp Ala

Phe Gly

Thr

Leu
20 ~

Tyr Gln

35

Phe Asn

Thr

val
85

Ala

Gln

Gl
100 Y

28

117

PRT
artificial

derived from

55

Asp phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Gln ser Pro

Thr Cys Thr

Gln Pro

Arg
40

Arg Tyr Thr

55

Asp Phe Thr

70

Tyr Tyr Cys

Thr Lys teu

T8-A -

80

60

Leuy Thr Ile Ser Ser Leu Gln
75

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Pro
]0

Gln Asp Tyr Asn Ser Pro Arg
90 85

val

Ser

10

ser

Lys

val

Thr

Gin

80

val

LYS Arg

Leu Ser Ala

Gin ser val

Ala Pro Lys

45

pPro ser
60

Arg

Ile ser
75

ASp Tyr Ash

Lys Arg

ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

val

15

Asn

Leu

Ser

Gin

Pro
95

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro
80

Arg



81

<221> VH/TB-AH43/70/71/73/77
<222> (1)..(117)
<223> VH of TB-A with K43Q/F70L/5717/E73D/S776G

<220>

<221> VH/TB-A W43/70/71/73/77

<222> (1)..(117)

<223> VH of TB-A with K43Q/F70L/571T/E73D/S77G

<400> 28 )

Gln val GIn Leu val 6In ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys 331 Ser Cys Thr aAla %gr Gly Tyr Thr Phe ggr His Tyr

Gly Mert gin Trp val Arg Gin Aga Pro Gly Gln Gly Lgu Glu Trp Met
5 4 4

Gly ggp Ile Asn Thr Tyr g?r Gly Glu pro Thr ggr Ala Asp Lys Phe

Lys Asp Arg Phe Thr Leu Tﬁr Leu Asp Thr ser Ala Gly Thr val Tyr
65 70 + 75 80

Met Glu Leu Thr ggr-Leu Thr ser Asp ggp Thr Ala val Tyr g%r Cys

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

100 105 110
val Thr val Ser ser
: 115 .
<210> 28
<211> 117
<212> PRT

<213> artificial
<220>
<223> derived from TB-A

<220>

<221> VH/TB-A H43/70/71

<222> (1>..(117)

<223> VH of TB-A with K43Q/F70L/S71T
<400> 29

Gln val GIn Leu val Gln ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser val Lys ggT Ser Cys Thr Ala %gr Gly Tyr Thr pPhe ;gr His Tyr

Gly Met Asn Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp mMet



82

35 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr g?r Gly 6lu Pro Thr P Ala Asp Lys Phe
6

Lys Asp Arg phe Thr Leu Thr Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr val Tyr
65 70 75 80

mMet Glu Leu Thr nggr Leu Thr Ser Asp gcs)p Thr Ala val Tyr T)gr Cys
9

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 165 110

val Thr val Ser Ser
115 )

<210> 30

<211> 117

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> derived from TB-A

<220>

<§§%> %g{TB-A H11/16/43/66/70/73/77/93/112

< >

<223> VH of TB-A with v11D/A16GK43Q/D66G/F70L/S71T/E73D/S77G/V93T/L112S

<220> .

<221> VH/TB-A H11/16/43/66/70/73/77/93/112

<222> (1)..(1 ) "

<223> VH of TB-A th
qu/AlﬁG/K43Q/06oG/F7OL/571T/E73D/s77G/v93T/L1125

<400> 30

Gin val Gln Leu val Glin ser Gly Ala Glu Asp Lys Lys Pro Gly Gly
1 : 5 10 15
ser val Lys val Ser cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Mis Tyr
20 25 30
Gly met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
35 40 A5
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg pPhe Thr 17.811 Thr Leu Asp Thr ;esar Ala Gly Thr val Tyr
80O

65

Met Glu Leu Thr SSF_Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr cys
95



Ala Arg

val

Thr val ser ser

115

<210> 31
<21i> 245
<212> PRT

<213>

<220>

. <223>

<220>
<221> TB-A

<222>

<223> TB-A
<400> 31

Asp
1
Asp
val
Tyr
Arg
85

Glu

Thr

ser

Gin

Ser
145

cly

Ite vai
Arg val
val Trp
35
ser Ala
50
Gly Tyr
Asp val
rhe Gly
Gly Gly
115

val Gln
130

val Lys

met Asn

artificial

H_M4§L/F681

(..45
with vL of Tg-A

met Thr
5

Thr

20

Tyr

Phe

Gly

Ala

Gin

100

Gty

Leu

val

Irp

Leu

Gln

Asn

Thr

val

85

Gly

Gly

val

ser

val
165

Gln
Thr
Gln
Arg
Asp
70

Tyr
Thr
Ser
Gn
Cys
150

Arg

perivative of TB~A

Ser

Cys

Arg

TYr

55

phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

135

Thr

Gin

and VH
Pro ser
Thr Ala
25
Pro Gly
40
Thr Gly
Thr Leu
cys Gin
Leu Glu
105
Gly Gly
Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

83

M48L and FG68I linked by

Ser Leu Sser

10

ser

Lys

val

Thr

GIn

920

val

Gly

Glu

Gly

Gly
170

Glin

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

ser

val

TYyr

Lys

ser

Pro

ser
60

ser
TYF
Arg
Gly
Lys
140

Thr

Gly

Ala

val

Arg

Ser

Asn

Gly

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser
Ser
30

Leu
Phe
teu
Serpr
Gly
110
Gly
pro
Thr

Glu

val
15

Ash
Leu
ser
Gin
Pro
95

Gly
Gly

Gly

His

Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr ser
100 . 105 110

SEQ ID NO:10
Gly
Asp
Ile
Gly
Pro
80
Arg
Gly
Ser
Ala
Tyr
160

Leu



Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr G1

"Lys Asp Arg Ile Thr Phe Ser Leu Glu Thr ser

195

180

84

200

y Glu Pro Thr
185

Met Glu Leu Thr Ser Leu Thr Ser Asp Asp Thr

210

225

val Thr val ser Ser

<210> 32
<211> 245
<212> PRT

245

<213> artificial

<220>

215

<223> Derivative of TB-A

<220>

<221> TB-A
<222> ().
<223> TB-A

<400> 32
ﬁsp Ite val

Asp Arg val

val val Trp
35

Tyr Ser Ala

50

Arg Gly Tyr
65

Glu Asp Gliu

Thr phe Gly

ser Gly Gly
115

L_V83E H_V79A

. (245)

Ala Arg Glu Arg Gly égp Ala Met Asp Tyr
0

Trp

235

with VL V83E and VH_V79A linked

Met
Thr
20

Tyr
Phe

Gly

Ala

Gln G

100

Gly

Thr
5

Leu
Gin
Asn
Thr
va’l

85

Gly

Gln Ser Pro

Thr Cys Thr

Ser

Ala

.25

Gln Arg Pro
T 40
Arg Tyr Thr
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys

Thr Lys Leu

Ser Gly G
1

Gly
Gly
Leu

Glin

Glu

105

Gly

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Glin
90

vai

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

ASp

Lys

ser

Tyr Ala Asp Lys Phe
180
Ala Ser Thr val Tyr
205

Ala val Tyr Tyr Cys
220

Gly G1n Gly Thr Leu
240

by SEQ ID NO: 10

Ser Ala ser val Gly
‘ 15

ser val ggr ASn Asp

Pro Lys Leu Leu Ile
45

Ser Arg Phe ser Gly
60

Ser Ser Leu Gin Pro
80

Tyr Asn Ser Pro Arg
o5

Arg Gly Gly Gly Gly
110

Gly Gly Gly Gly Ser



Gln val GIn
130

Ser val Lys
145

Gly Met Asn

Gly Trp Ile

Lys Asp Arg
195

Met Giu Leu

Ala Arg Glu
225

val Thr val

Leu

Vai

Trp

Asn

180

Phe

Thr

Arg

Ser

val

sSer

val

165

Thr

Thr

ser

Gly

ser
245

Gln

Cys T

150

Arg

Tyr

Phe

Leu

ASp

Ser
135

Gin

Thr

ser

Thr

215

Ala

<223> Derivative of TB~A

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

200

ser

Met

Linker_G2R H_F68L

. (245)

with vL of T8-A and

<210> 33

<211> 245

<212> PRT

<213> artificial
<220>

<220>

<221> TB-A
<222> (L.
<223> TB-A
<400> 33

Asp Iie val
1
Asp Arg val
val val Trp
35
Tyr Ser Ala
50

Arg Gly Tyr
65

Met
Thr
20

Tyr

Phe

Gly

Thr
5

Leu
Glin
Asn

Thr

Gin Ser Pro

Thr Cys Thr

GIn Arg Pro

40

Arg Tyr Thr
55

ASp Phe Thr
70

85

Ala Glu
Ser Gly
Pro Gly

170

Glu Pro
185
Glu Thr

ASp ASp

ASp Tyr

VH_F68L

ser Ser
10

Ala Sser

25

Gly Lys

Gly val

teu Thr

val Lys Lys Pro
1490

Tyr Thr Phe Thr
Lys Gly Leu Glu

Thr Tyr Ala Asp
190

Ser Ala ser Thr
205

Thr Ala val Tyr
220

Trp Gly GIn Gly
235

Gly Ala

His Tyr
160

Trp Met
175

Lys Phe
Ala Tyr

Tyr Cys

Thr Leu
240

Tinked by SEQ ID NO:39

Leu Ser Ala Ser
Gln Ser val Ser
30
Ala Pro Lys Leu
45
Pro ser Arg Phe
60

Ile ser Ser Leu
75

val Gly
15

Asn Asp
Ley Ile
Ser Glyv

Gln Pro
80



86
Glu Asp val Ala §a1 Tyr Tyr Cys Gln g1n Asp Tyr Asn Ser ggo Arg
5 0

Thr Phe Gly GIn Gly Thr tys Leu Glu Vval Lys Arg Gly arg Gly Gly
100 105 110

ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser
115 120 125

GIn val Gln Leu val Gln ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

130 135 140
Sser val Lys val Ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr phe Thr His Tyr
145 150 155 160
Gly Met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys G7y Leu Glu Trp Met
165 170 175
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Lys Phe
180 185 190
Lys Asp Arg Leu Thr Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr val Tyr
185 200 205
mMet GJu Leu Thr Ser Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
210 215 220
Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
225 230 235 240
val Thr val ser Ser
245
<210> 34
<211> 245
<212> PRT _
<21i3> artificial
<220>

<223> Derijvative of TB-A

<220> :

<221> TB-A H_K43R/F68I

<222> (1)..(Q245) .

<223> TB-A with vL of TB~-A and VH_K34R_F68I Tinked by SEQ ID NO:10

<400> 34
Asp Ile val Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu ser Ala ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ;gr Leu Thr cys Thr gga ser Gln ser val ser Ash Asp
30



val

Arg
65

Glu
Thr
Ser
Gin
ser
145

Gly

Gly

Met

Ala
225

val

val

ser

50

Gly

AsSp

Phe

Gly

val

130

val

Met

Trp

AsSp

Glu

210

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<220>
<221>

Trp
35

Ala
Tyr

val

Gly

Lys

Asn

Ile

Glu

val

35
245
PRT

fyr
Phe
Gly
Ala
Glin
100
Gly
feu
val
Trp
Asn
180
Thr

Arg

ser

Glin Gln

Asn Arg

Thr Asp
70

val Tyr
85

Gly Thr
Gly ser
val Gln
ser Cys
val Arg
165

Thr Tyr
Thr Phe
ser Leu

Gly Asp
230

Ser
245

artificial

Arg

TYyr

55

Phe

TYr

Lys

Gly

Ser

135

Thr

Gln

Thr

ser

Thr

215

Ala

perivative of TB-A

TB-A H_FGBL

87

Pro
40
Thr
Thr
Cys
Leu
Gly
1
Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

200

ser

Met

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Glu

Asp

Asp

Lys

val

Thr

Gin

90

val

Gly

Glu

Gly

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser

val

Arg

Thr

ser

Thr

Pro
ser
60

Ser
Tyr

Arg

Gly

Gly
Tyr
Ala
Ala

220

Gly

Lys

45

Arg

Ser

Asnh

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

ser

205

val

Leu

Leu

Ile

Phe ser Gly

Leu
Ser
Gly
130
Gly
Pro
Thr
Glu
Asp
190
Thr

Tyr

Gly

Gln

Pro

95

Gly

Gly

Gly

His

Trp

Lys

val

Tyr

Thr

Pro
80
Arg

Gly

Ser

Phe
Tyr
Cys

Leu
240



88

<222> (1)..(245)
<223> TB-A with VL of TB-A and VH_F68L linked by SEQ ID NO:10

<400> 35

Asp Ile val Met Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Vgﬂ Gly
1 5 10 1

Asp Arg val Tgr Leu Thr Cys Thr gTa ser Gin Ser val ggr ASh Asp
2 5

val val ggp Tyr Gln GIn Arg Pro Gly Lys Ala Pro kgs Leu Leu ITe
40

Tyr §8r Ala Phe Asn Arg ggr Thr Gly val Pro ser Arg phe ser Gly
60

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala 2%1 Tyr Tyr Cys Gln gén‘Asp Tyr Asn Ser ggo Arg

Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu $

val Lys Arg Gly Gly Gly Gly
100 1

Ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser

Gin val GIn Leu val GlIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
130 135 140

Ser val Lys val Ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
145 150 155 160

Gly Met Asn Trp val Arg Gin A1a Pro Gly Lys Gly Leu Gluy Trp Met
165 170 175

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Lys Phe
180 . 185 190

Lys Asp Arg Leu Thr Phe ser Leu Glu Thr Ser ala ser Thr val Tyr
195 200 205

Met Glu Leu Thr Ser teu Thr Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
210 215 - 220

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr

rp Gly Gin Gly Thr Leu
225 230 5

240

N -
w

val Thr val ser ser
245



89

<210> 36

<211> 245

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Derivative of TB-A

<220>

<221> TB-A H_F68A

<222> (1)..(0245

<223> TB-A with VL of TB-A and VH_F68A linked by SEQ ID NO:10

<400> 36
Asp Ile val met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ggr Leu Thr Ccys Thr g]a Ser GIn ser val ggr Asn Asp
o

val val ggp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro kgs teu Leu Ile
40

Tyr Ser Ala phe Asn Arg gyr Thr Gly val Pro sSr Arg Phe ser Gly
50 5 6

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala ¥?1 Tyr Tyr Cys Gin ggn Asp Tyr Asn Ser Pgo Arg
_ 9

Thr pPhe Gly G6In Gly Thr Lys Leu Glu val Lys Arg Gly Gly Gly Gly
100 105 110

ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser Gly Gly Gly Gly ser

GIn val GlIn Leu val Gln ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
130 135 140 -

ser val Lys val ser Cys Thr Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
145 150 155 . 160

Gly Met Asn Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
. 165 170 175

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Lys phe
_ 180 185 _ 190

Lys Asp Ala Thr phe Ser Leu Glu Thr ser Ala ser Thr val Tyr

200 205

et
g
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Met Glu Leu Thr Ser Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
210 215 220

Ala Arg Glu Arg Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu

225 230 235 240
val Thr val ser Ser
245
<210> 37
<211> 245
<212> PRT
<213> artificial
<220>

<223> Derivative of TB-A

<220>

<221> TB-A H_F68V/F70L

<222>  (1)..(245) , i

<223> TB-A with vL of TB-A and VH_F68V/F70L 1inked by SEQ ID NO:10

<400> 37

Asp ITe val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ggr teu Thr Cys Thr éga Ser GIn Ser val ggr ASn Asp

val val ggp Tyr Gln Gln Arg Zgo Gly Lys Ala Pro kgs Leu Leu Ile

Tyr ggr Ala Phe Asn Arg Egr Thr Gly val Pro ggr Arg Phe ser Gly

Arg Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp val Ala Xa? Tyr Tyr Cys Gln gén AsSp Tyr Asn Ser Sgo Arg
5 ..

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu val Lys arg Gly Gly Gly Gly
100 105 110

ser Gly ﬁ?y Gly Gly ser Gly g1y Gly Gly ser Gly g Gly Gly ser

Gln val Gln Leu val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
130 135 140

ser val Lys val ser Cys Thr aAla Ser Gly Tyr Thr Phe Thr His Tyr
145 150 - 155 160



Gly Met Asn

Gly Trp Ile

LYys Asp Arg

195

Glu
210

Met Leu

Ala Glu

225

Arg

val Thr val

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

<220>
<223>

38
245
PRT

<220>
<221>
<222>
<223> TB-A

<400> 38
Tle val

TB-A

Asp
1

Asp Arg val

val val Trp

35

ser Ala

Tyr
50

Arg

Gly Tyr
65

Glu Asp val

Thr Phe Gly

(..

val
165

Trp Arg Gin

Asn Thr

180

Tyr Thr

val Thr Leu ser

Leu Thr
215

Thr Ser

Arg Gly Asp Ala

230

Ser
245

Ser

artificial

berivative of TB-A

H_F70L
(245)
with vL of TB-A

Met Thr
5

Thr Leu Thr Cys
20 -

Tyr GIn GIn Arg

Phe Asn Arg Tyr
55

Gly Thr Asp pPhe

70

val
85

Ala Tyr Tyr

Glin
100

Gly Thr Lys

Gln Ser

91

Ala

Gly

Leu

200

Ser

Met

and

Pro

Thr

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro Gly

Pro
18

w

Glu Thr

Asp Asp

Asp Tyr

VH_F70L

Ser Sser
10

Ala
25

ser
Gly Lys
Gly val
Thr

Leu

Gln
90

Gln

Glu val

105

Lys

ser

Thr

Trp

Gly Leu Glu Trp
7

175

Tyr Ala Asp Lys
190

Ala ser Thr val
205

Ala
220

val Tyr Tyr

Gly Gin Gly Thr

Met

Phe

Tyr

cys

Leu
240

Tinked by SEQ ID NO:10

Leu Ser Ala Ser VgT Gly
1

GIn»

Ala

Pro

Ile

75

Asp

Lys

Ser val ser

30

Asn

Pro Lys Leu Leu

45

Ser Arg Phe Sser
60

Ser Ser Leu Gln

Tyr Asn Ser Pro
. 95

Arg Gly Gly

110

Gly

Asp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly



Ser

Gln

Ser

145

Gly

Lys
Met
Ala
225

val

Gly

val

130

val

Met

Trp

Asp

Glu

210

Arg

Thr

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>

<400>

Gly Gly

Gln Leu

Lys val

Asn Trp

ITe Asn

180

Arg pPhe

Leu Thr

Glu Arg

val ser

39
20
PRT

Gly

val

Ser

val

165

Thr

Thr

ser

Gly

Ser
245

artificial

Tinker

G2RLinker

(D..C20
39

ser

Gln

Cys

150

Arg

Tyr

Leu

Leu

Gly

13

v

Thr

Glin

Thr

Ser

Thr

215

Ala

92

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

200

ser

Met

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Glu

Asp

Asp

Gly

Glu

Gly

Gly

170

Pro

Thr

Asp

Tyr

Ser

val

Lys

Thr

ser

Thr

Trp

Gly

Lys

140

Thr

Gly

Tyr

Ala

Ala

220

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

205

val

Gin

Gly

Pro

Thr

Glu

Tyr

Gly

Gly

Gly

His

Lys

val

Tyr

Thr

Ser

Ala

Tyr

160

Met

pPhe

Tyr

cys

Leu
240

g?y Arg Gly Gly ger Gly Gly Gly Gly igr Gly Gly Gly Gly i?r Gly

Gly Gly G6ly ser
20

<210>
<21i>
<212>
<213>

<220>
<223>

40
245
PRT

artificial

TB-A scFv antibody



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

<400>
Asp Ile
1

ASp Arg
val val
TYyr Ser

50
Arg Gly
65
Glu Asp
Thr phe
Ser Gly
GIn val
130

Ser val
145

Gly Met
Gly Trp
Lys Asp

Met Glu

Ala Arg
225

TB-A

(1)..(245)
ESBA105

40

val

val

Trp

35

Ala

TYyr

val

Gly

Lys

Asn

Ile

Glu

Met

Thr
20

Tyr

Phe

.G1y

Ala

Gin

100

Gly

Leu

val

Trp

Asn

180

Phe

Thr

Arg

Thr
5
Leu
GlIn
Asn
Thr
val
85
Gly
Gly
val
Ser
val
165
Thr
Thr

Ser

Gly

Gin

Thr

Gln

Arg

AsSp

70

Tyr

Thr

Ser

Gln

Cys

150

Arg

Tyr

Phe

Leu

Ser

Cys

Arg

TYr

55

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ser

135

Thr

Gln

Thr

ser

Thr

215

Ala

93

Pro
Thr
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Leu

Ala
Ala
Gly

Leu
200

ser

Met

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gin

Glu

105

Gly

Ala

Ser

Pro

Glu

185

Glu

Asp

Asp

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

GIn

90

val

Gly

Glu

Thr

Asp

Tyr

Leu

Glin

Ala

Pra

Ile

75

ASp

Lys

ser

val

Tyr
155

ser

Thr

Trp
235

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gly

Lys

140

Thr

Gly

TYr

Ala

Ala
220

Gly

Ala
vé1
Lys
45

Arg
ser

Asn

Gly

Lys
Phe
Leu
Ala
Ser
205

val

Gln

ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

ser

Gly

110

Gly

Pro

Thr

Glu

TYyr

Gly

val

15

AsSn

Leu

sear

Gcin

Pro

95

Gly

Gly

Gly

His

val

Tyr

Thr

Gly

ASp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Gly

Ser

Ala

TYr

160

Met

Phe

TYr

Cys

Leu
240
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val Thr val ser ser
245

Legenda:

Derivative of = Derivado de

Human-murine = humano-murino

Human = humano

Derived from = derivar a partir

Artificial linker = ligante artificial

Artificial linker sequence = Seqliéncia de ligante artificial
Glycine-serine linker = Ligante serina-glicina
Human-murine with artificial linker = ligante artificial om humano-murino
Linker = ligante

Of human IG = de Ig humana

Murine = murino
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo ou derivado de anticorpo estavel e sollvel, que
se liga especificamente a TNFo, sendo que o dito anticorpo ou derivado de
anticorpo compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL) derivado da
sequéncia SEQ ID NO: 1 que é combinada com um dominio variavel de ca-
deia pesada (VH) que € SEQ ID NO: 2 ou derivado dela, onde no caso de
uma sequéncia derivada, a dita seqiéncia tem no maximo até 5 mudancas
dentro da estrutura do dito dominio VL e/ou no maximo até 9 mudangas den-
tro da estrutura do dito dominio VH.

2. AhticOrpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicagéo 1, onde as mudancas de VL sdo em uma ou mais das posicdes 4,
46, 65, 67, 70 e/ou 83, e as mudangas de VH sdao em uma das posicoes 11,
16, 28, 43, 48, 68, 70,71, 72,73, 76, 77, 79, 93 e/ou 112,

3. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-

vindicagao 1, onde as mudancgas de VL sdo em uma ou mais das posicoes 4,

46, 65, 67, 70 e/ou 83, e as mudancas de VH sdo em uma ou mais das posi-

¢coes 11, 16, 28, 43, 48, 68, 70, 71, 72,73, 76, 77, 79, 93 e/ou 112.

4. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagdes precedentes, onde pelo menos uma das con-
versdes leva a um aminoéacido presente em SEQ ID NO: 3 para VL e/ou
SEQ ID NO: 4 para VH.

5. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagoes precedentes, onde o dominio VL compreende a
sequéncia SEQ ID NO: 1.

6. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicacao 5, compreendendo o dominio VH da sequéncia SEQ ID NO: 2.

7. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicagao 5, compreendendo um dominio VH derivado da seqiiéncia SEQ
ID NO: 2, onde F68 é mudado para A, L, |l ou V.

8. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicacao 1, compreendendo o dominio VL da seqiiéncia SEQ ID NO: 11, e
o dominio VH da sequéncia SEQ ID NO: 4. '
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9. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagdes precedentes, onde pelo menos um residuo de
aminoacido é convertido, em pelo menos uma das CDRs, em um residuo
presente na CDR correspondente da seqtiéncia de VL SEQ ID NO: 5 e/ou da
sequéncia de VH SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 25.

10. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicagao 9, onde pelo menos uma das CDRs do grupo VL CDR2, VL C-
DR3, VH CDR2 ou VH CDR3 é-convertida na CDR correspondente da se-
quéncia de VL SEQ ID NO: 5 e/ou da seqiéncia de VH SEQ ID NO: 25 ou
SEQ ID NO: 6. '

11. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicacédo 10, com a sequéncia de VL SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8, e a
sequéncia de VH SEQ ID NO: 2.

12. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicagdo 10, com a sequéncia de VL SEQ ID NO: 1 e a sequiéncia de VH
SEQ ID NO: 4, ou SEQ ID NO: 9, ou SEQ ID NO: 28 ou SEQ ID NO: 29.

13. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com a rei-
vindicacao 10, com a sequéncia de VL SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 27 e
a sequiéncia de VH SEQ ID NO: 30.

14. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagbes precedentes, tendo um especificidade para
TNFo humano.

15. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer uma das reivindicagdes precedentes, que € um anticorpo scFv, onde os
dominios VL e VH sao conectados por um ligante.

16. Anticorpo scFv, de acordo com a reivindicagcdo 15, com-
preendendo um arranjo de seqiiéncias VL-ligante-VH.

17. Anticorpo scFv, de acordo com a reivindicagcao 15 ou 16, -
onde o ligante tem a sequéncia SEQ ID NO: 10 ou é derivado da dita se-
quéncia.

18. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 17, onde pelo

menos uma G do dito ligante € mudado para um aminoacido mais polar ou



10

15

20

25

30

carregado.

19. Anticorpo scFv, de acordo com a reivindicagcdo 18, onde o
ligante tem a sequéncia SEQ ID NO: 39.

20. Derivado de anticorpo, como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 14, que € um fragmento Fab, onde o dominio VL esta
fundido a regido constante de uma cadeia kapa de Ig humana, o dominio VH
esta fundido ao dominio CH1 de uma IgG humana, e os dois polipeptideos

--de fusao estao ligados por uma ponte dissulfeto entre as cadeias.

21. Anticorpo scFv ou fragmento Fab, de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 20, que é marcado ou quimicamente modificado.

22. Sequéncia de DNA que codifica o anticorpo ou derivado de
anticorpo como definido em qualquer uma das reivindica¢des 1 a 20.

23. Vetor de clonagem ou expressao, que contém a seqliéncia
de DNA como definido na reivindicagao 22.

24. Célula hospedeira apropriada, transformada com um vetor

‘de expressao de acordo com a reivindicagao 23,

25. Celula hospedeira, de acordo com a reivindicacdo 24, sen-
do uma ceélula procaribtica ou eucaridtica, particularmente uma célula de E.
coli, levedura, planta, inseto ou mamifero.

26. Metodo para a producdo de uma molécula de anticorpo ou
derivado de anticorpo como definido em qualquer uma das reivindica¢des 1
a 20, compreendendo cultivar a célula hospedeira como definida na reivindi-
cacao 24 ou 25, sob condi¢gdes que permitem a sintese da dita molécula de
anticorpo e recupera-la a partir da dita cultura.

27. Anticorpo ou derivado de anticorpo, de acordo com qual-
quer um das reivindicagdes 1 a 21, com um produto farmacéutico.

28. Uso de um anticorpo ou derivado de anticorpo como defi-
nido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, para a producdo de um
medicamento para o tratamento de doengas associadas a TNFo ou como
diagnostico in vitro para detecgdo de doengas associadas a TNFa, particu-
larmente osteoartrite, uveite, doenca inflamatéria do intestino. '

29. Composicao diagndstica ou terapéutica, q'ue compreende
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um anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, em
combinacao com um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente acei-
tavel.

30. Preparagédo combinada que compreende o anticorpo como
definido em qualquer uma das reivindica¢cdes 1 a 21, junto com pelo menos
um segundo composto.

31. Preparagao combinada, de acordo com a reivindicacao 30,
onde o0 segundo composto nao € um anticorpo especifico para TNFc.

32. Preparagao combinada, de acordo com a reivindicacdo 30
ou 31, para uso como um medicamento. ’

33. Vetor, de acordo com a reivindicagao 23, como um produto
farmacéutico para aplicagdes terapéuticas génicas em seres humanos e/ou
em animais.

34. Método para o tratamento de uma doenca relacionada a
TNFa, onde um anticorpo ou derivado de anticorpo de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 21 é administrado localmente ou por via topica.

35. Uso de qualquer uma das sequéncias de VL e/ou VH es-
pecificadas como definida em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 20 em
um vetor de expressao.

36. Formulagao farmacéutica aquosa estavel que compreende
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou derivado de
anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 21, nao
submetida a uma liofilizagao prévia, um tampao de acetato com pH entre
cerca de 4,8 e cerca de 5,5, um tensoativo e um poliol, onde a formulacao
nao tem uma quantidade de cloreto de sédio capaz de produzir tonicidade.

37. Formulagao, de acordo com a reivindicagao 36, que é iso-
ténica.

38. Formulagao, de acordo com a reivindicacao 36 ou 37, que
é estavel em uma temperatura de cerca de 2-8 °C por pelo menos um ano.

39. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 36 a 38, que é estavel apds congelamento e descongelamento da for-

mulacgao.
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40. Formulacéo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 36 a 39, que é estavel a cerca de 30 °C por pelo menos um més.

41. Formulacao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes 36 a 40, onde o poliol € um acucar nao-redutor.

42. Formulacgéo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 36 a 41, onde o agucar nao-redutor é trealose.

43. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cOes 36 a 42, onde o agucar ndo-redutor é sacarose. -

44. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 36 a 43, onde o anticorpo € um fragmento de anticorpo.

45. Formulagao, de acordo com a reivindicacdo 44, onde o
fragmento de anticorpo é scFv.

46. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 36 a 45, onde o anticorpo se liga a TNFa.

47. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes 36 a 46, que é estavel em uma temperatura de cerca de 2-8 °C por pe-
lo menos dois anos.

48. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 36 a 47, onde a concentragao do anticorpo na formulacéo é entre cerca
de 0,1 e cerca de 50 mg/mL.

49. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
cdes 36 a 48, onde o tensoativo é Polissorbato.

50. Formulagdo, de acordo com a reivindicagao 45, onde scFv
se liga a TNFo.

51. Formulagéo, de acordo com qualguer uma das reivindica-
¢Oes 36 a 50, onde o acetato esta presente em ma quantidade de cerca de
5-30 mM.

52. Formulagao, de acordo com a reivindicacdo 51, onde o a-
cetato esta presente em uma quantidade de 10-30 mM.

53. Formulagao, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢coes 50 a 52, compreendendo um conservante. V

54. Formulacao, de acordo com a reivindica?éo 53, onde o
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conservante € élcool benzilico.

55. Formulagado, de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes 50 a 54, onde o anticorpo esta presente em uma quantidade de cerca
de 30-5 mg/mL.

56. Formulacédo, de acordo com a reivindicagcao 55, onde o
tampao é acetato de sédio 1030 mM em pH 5, o poliol é trealose em uma
quantidade de cerca de 2-10% p/v, o tensoativo é Polissorbato em uma
quantidade de cerca de 0,01-0,1% v/v, onde a formulacao compreende ainda
alcool benzilico como um conservante, e onde a formulagédo é estavel em
uma temperatura de cerca de 2-8 °C por pelo menos dois anos.

57. Artigo fabricado que compreende um recipiente que para
manter uma formulacado farmacéutica aquosa estavel que compreende uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo, nao submetida a uma
liofilizacao prévia, um tampao de acetato em pH de cerca de 4,8 a cerca de
5,5, um tensoativo € um poliol, onde a formulacao ndo em uma quantidade
de cloreto de sddio capaz de produzir tonicidade.

58. Artigo, de acordo com a reivindicagao 57, onde o anticorpo
€ um anticorpo ou derivado de anticorpo como definido em qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 21.



10

?LObANXb614’_’

’ RESUMO
Patente de invencao: "ANTICORPOS ESTAVElS E SOLUVEIS QUE INI-
BEM TNFALFA". .
A presente invengao refere-se a anticorpos scFv e fragmentos
Fab particularmente estaveis e soluveis, especificos para TNFa, que com-
preendem sequéncias csm cadeia leve e cadeia pesada especificas, que
sao otimi’zadas quanto a estabi!idade, solubilidade ligagao in vitro e in vivo, e

~ baixa imunogenicidade. Os ditos anticorpos sdo desenhados para o diagnds- .

tico e/ou tratamento de disturbios relacionados a TNFa. Os acidos nucléicos,
vetores e éélulas hospedeiras para a expressado dos anticorpos 'recombinan-
tes da invengao, os metodos para isola-los e o uso dos ditos antlcorpos em .

medicina, também sdo descrltos
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