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“ANTICORPO CemX-ESPECIFICO OU FRAGMENTO DE LIGAGAO AO
ANTIGENO DO MESMO, USO DO DITO ANTICORPO OU FRAGMENTO DE
LIGAGAO AO ANTIGENO PARA TRATAR DOENCAS MEDIADAS POR IgE E USO
DE UM IMUNOGENICO OU UM ANALOGO COM PROPRIEDADE ANTIGENICA
SIMILAR PARA INDUZIR UMA RESPOSTA IMUNE EM UM PACIENTE”

Fundamentos da Invencao

[001]IgE tem um papel central na mediagao reag¢des de hipersensibilidade do
tipo |, que sao responsaveis por causar doengas alérgicas, incluindo asma alérgica,
rinite alérgica, dermatite atdpica, entre outros. Reagdes alérgicas sdo as respostas do
sistema imunologico contra inofensivas substéncias ambientais, tais como acaros da
poeira de arvores, grama e pélen, certos alimentos e drogas, e abelhas e picadas de
formiga. Em tais reagbes, a ligagdo de um alergénio a IgE na superficie de células
basofilas e mastocitas induz a ligagédo cruzada de IgE e a agregagao dos receptores
subjacentes de IgE. Fc, o tipo | dos receptores IgE.Fc, ou FceRI. Esta agregacgéo re-
ceptora subsequentemente, ativa a via de sinalizagao que leva a exocitose de granu-
los e liberagdo de mediadores farmacolégicos, como a histamina, leucotrienos, trip-
tase, citocinas e quimiocinas. A liberagdo dos mediadores dos mastdcitos e basofilos
induz as diversas manifestagdes patologicas da alergia.

[002]Anticorpos Anti-IgE que se ligam a IgE livre no sangue e no liquido in-
tersticial e a mIgE sobre as células B, mas nao a IgE ligados por FceRI em basdfilos
e mastaocitos, tém sido desenvolvidos para tratar doencas alérgicas mediadas por IgE.
O tratamento com um anticorpo anti-IgE humanizado, omalizumab (nome comercial
Xolair), mostrou varios efeitos farmacologicos na atenuacéo de hipersensibilidade do
tipo | em varias indicagdes alérgicas. O anticorpo se liga a IgE com alta afinidade a
um sitio no dominio CH3 de Fc que se sobrepde com o sitio de ligacdo da FceRI.
Assim, a terapéutica é baseada na ligagdo do anticorpo a IgE livre e a mIigE em linfo-

blastos B e em células B de memoria, o que leva a redugdo do nivel de IgE total livre
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no sangue e no liquido intersticial.

[003]A ligagao do anti-IgE a IgE livre ainda impede ligacao de IgE a FceRI na
superficie de basofilos e mastocitos. Como o FceRI desocupado por IgE é instavel e
em seguida internalizado e degradado, o esgotamento de IgE livre com ligagéo anti-
IgE também gradualmente sub-regula FceRI em basofilos e mastécitos. Evidéncias
quanto a outros efeitos da terapia de anticorpos foram encontradas, incluindo a neu-
tralizagao das atividades citocinérgicas, a atenuagao da atividade inflamatéria em ge-
ral, e, possivelmente, a varredura de alergénios através da acumulagdo de imuno-
complexos IgE-anti-IgE.

[004]Um dos inventores (TW Chang) da presente invengdo descobriu que,
adicionalmente ao sitio antigénico em CH3 de IgE que o omalizumab se liga, um outro
sitio antigénico, referido como CemX, existe no mIgE humanos para ter por alvo linfo-
citos B expressando mIgE. CemX é um segmento de 52 aminoacidos, situado entre o
dominio CH4 e o segmento de ancoragem membrana C-terminal da cadeia € de liga-
¢do a membrana humana (me). Foi demonstrado que na maioria dos individuos hu-
manos estudados me sem CemX (mes) concorre para diminutas proporgdes, enquanto
a cadeia me com CemX (meL) € predominantemente expressa. Os mRNAs para a
cadeia € do IgE livre, secretada e para mes e meL de mIgE séo todos derivados da
juncao alternativa do transcrito € RNA. As sequéncias aminoacidos e nucleotideos de
CemX sdo unicos nas proteinas completas e nas bases de dados do DNA. Portanto,
CemX fornece um sitio antigénico unico para a segmentagédo migE e células B expres-
sando-migE.

[005]O grupo de pesquisa de Chang relatou anteriormente o desenvolvimento
de diversos anticorpos CemX-especificos de camundongos, incluindo a20, que pode
se ligar a proteinas recombinantes contendo segmento CemX e a células da linhagem
de células SKO-007, que era uma linha celular derivada de mieloma humano expres-

sando migE humana, e a células de uma linhagem de células CHO, que foi
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transfectada com o gene correspondente ao segmento proveniente do dominio CH2
através da terminacéo citoplasmatica de meL (meL (CH2-CM); CM: citoplasma). O an-
ticorpo monoclonal a20 e todos os anticorpos desenvolvidos anteriormente foram des-
cobertos se ligarem a uma regiao 8-a. a. regido peptidica, RADWPGPP, residuos #
45-52, na extremidade C-terminal do dominio 52 a. a. CemX.

Sumario da Invencio

[006]Essa invencgao esta relacionada ao desenvolvimento e a identificacdo de
anticorpos que sdo especificos para dominio CemX de migE humano e que pode se
ligar ao mIgE nos linfécitos B humanos. Ele também pertence a utilidade destes anti-
corpos no tratamento de doengas alérgicas e outras que sdo mediadas por IgE.

[007]No estudo do anticorpo monoclonal anti-CemX a20, que foi desenvolvido
pelo grupo de pesquisa de Chang, verificou-se que a20 tem boa ligagdo com a linha-
gem celular gene-transfectadas meL (CH2-CM), tais como linhagens de células CHO
ou NSO, que ndo expressam Iga (CD79a), IgB (CD79b), CD21, CD 19, CD81, e outras
proteinas associadas com receptores de células B (BCR). No entanto, a20 foi desco-
berta se ligar mal as linhagens genéticas transfectadas meL (CH2-CM) que expressam
Iga, IgB, e outras proteinas BCR-associadas, tais como linhagens celulares Ramos.
Temos por hipotese que o epitopo antigénico em CemX reconhecido por a20 pode ser
bloqueado por certas proteinas BCR-associadas. Portanto, um anticorpo monoclonal
a20 e suas versdes quiméricas ou humanizadas nao seriam adequadas para uso em
pacientes humanos in vivo com o propdsito de atingir linfoblastos B expressando mIgE
e células de memoria.

[008]Se o epitopo peptidico, RADWPGPP, é o unico epitopo a induzir res-
posta de anticorpos, anticorpos monoclonais gerados a partir de metodologia hibri-
doma usando camundongos que sao imunizados com proteinas contendo CemX hu-
manas seriam todos especificos para esta regido peptidica. No entanto, se esse epi-

topo € um epitopo dominante, mas ndo o unico epitopo imunogénico, os anticorpos
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monoclonais especificos para epitopos antigénicos outros CemX podem ser ainda de-
senvolvidos. E possivel que exista um epitopo(s) em CemX que néo esteja bloqueado
por proteinas BCR-associadas para ligagao anticorpo. Se assim for, um anticorpo que
se liga a IgE em células B e que pode ser usado para alvejar as células B podem ainda
ser desenvolvidos.

[009]Nos exemplos a seguir, foi demonstrado de forma bem sucedida que em-
bora RADWPGPP seja um epitopo dominante, ele ndo € o unico epitopo imunogénico
e antigénico em CemX. Além disso, foi verificado que os anticorpos monoclonais, 4Bl
2 e 26H2, que se ligam a CemX em epitopos antigénicos nao situados na regiao de
RADWPGPP. Esses anticorpos monoclonais ndo competem com o anticorpo a20 na
ligagdo a CemX. Eles se ligam a migE nas células B muito mais fortemente do que
a20 e sdo muito mais eficazes do que a20 em causar a citdlise anticorpo-dependente
e a apoptose de células que expressam-migE.

[0010]0s exemplos indicam que os anticorpos monoclonais, tais como 4Bl 2
e 26H2, podem se ligar a mIgE nos linfécitos B humanos e s&o adequados para uso
com o objetivo de atingir linfoblastos B expressando-mIgE e células B de memoria
para a sub-regulacdo da sintese de IgE. Os anticorpos quiméricos ou em formas hu-
manizadas ser&o uteis para uso em pacientes afetados com Doengas alérgicas medi-
adas por IgE, como asma alérgica, rinite alérgica e dermatite atopica. Uma vez que a
neutralizac&o de IgE por anti-IgE foi demonstrado tratar eficazmente urticaria induzida
pelo frio, urticaria cronica, urticaria colinérgica, rinossinusite crénica, mastocitose sis-
témica, mastocitose cutanea, aspergilose broncopulmonar alérgica, angioedema idio-
patica recorrente, e cistite intersticial, ou disturbios gastrintestinais associados aos eo-
sindfilos, os anticorpos, como 4Bl 2 e 26H2, também pode ser aplicados para tratar
essas doencas diversas.

[0011]0Os exemplos sugerem ainda a utilidade potencial dos peptideos reco-

nhecidos por 4Bl 2 e 26H2 na inducéo de resposta imune contra CemX e, portanto,
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células B expressando migE. Os peptideos e seus analogos com propriedades anti-
génicas semelhantes, ou seja, com atividade de ligagdo aos anticorpos anti-CemX,
tais como 4Bl 2 e 26H2, podem ser usados individualmente ou em combinagdo mole-
cular em constru¢des que também contém fragées que podem induzir ajuda por célu-
las-T. Tais construgdes podem induzir a imunizagao ativa contra a células B expres-
sando migE e, assim, atingir os efeitos do sub-regulacéo da sintese de IgE total.

[0012]Exemplo 1: Novos anticorpos monoclonais anti-CemX ligantes a sitios
antigénicos outros que RADWPGPP

[0013]Para induzir imuno respostas anti-CemX, camundongos BALB/c foram
imunizados duas vezes por via subcutanea com 50 mg de proteinas mIgE.FcL recom-
binantes solubilizadas em n-undecila-B-d-maltopiranosida (UDM; Anatrace) que foram
emulsionadas em adjuvante TiterMax Gold (Sigma-Aldrich) de acordo com sugestdes
do fabricante em intervalos de 2 semanas. Evitamos o protocolo de hiper-imunizacao,
tal que os camundongos nao puderam produzir anticorpos somente no sentido do epi-
topo dominante RADWPGPP. Um reforgo final foi dado intraperitonealmente com 0,1
mg de Proteinas recombinantes mIgE.FcL UDM-solubilizadas sem adjuvante. Um dia
antes da fusao, as células NSO foram ressemeadas em meio DMEM fresco (Invitro-
gen) suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (FBS; Invitrogen),
e 1% de mistura penicilina-estreptomicina (100x solugdo Pen-Strep; Invitrogen) em
uma densidade celular de 5X105 células/mL. Trés dias ap6s o impulso final, as células
do bago de dois camundongos imunizados foram colhidas e lavadas com meio DMEM
livre de soro duas vezes. 5X107 células NSO foram colhidos e lavados com soro meio
sem DMEM duas vezes. Apds a lavagem, as células do bago e células NSO foram
fundidas, adicionando 1 mL de polietilenoglicerol 1500 pré-aquecido (PEG 1500, Ro-
che Applied Science), enquanto agitando continuamente as células delicadamente
com a ponta da pipeta por mais 1 min, agitando as células por mais 1 minuto, adicio-

nando 2 mL de DMEM pré-aquecido sem soro por mais 2 min e, finalmente,
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adicionando 8 mL de DMEM livre de soro por mais 2 min. Apés centrifugacao a 200
xg por 10 min, as células foram fundidas ressuspensas com 600 mL de meio HAT
[meio DMEM suplementado com 2% mistura hipoxantina-aminopterin-timidina (solu-
¢ao HAT de 50 x; "Invitrogen), 10% BM-Condimed H1 (Roche Ciéncias Aplicadas),
10% FBS inativado pelo calor e 1% de mistura penicilina-estreptomicina], distribuidos
em 30 placas de 96 cavas de cultura a 200 mL/cava. Nos dias 3, 100 uL do meio HAT
foi adicionado a cada cava. Em dias 7 e 10, o meio era refrescado mediante aspiragao
da metade do volume de cada cava e substituicdo com meio HAT. Nos dias 14, os
sobrenadantes hibridoma foram usados para triagem de mAbs anti-CemX quanto a
ligacéo as proteinas migE.Fcs ou mIgE.FcL UDM-solubilizadas através de ensaio imu-
nosorvente articulado por enzima (ELISA).

[0014]Para a triagem de hibridomas secretores de anti-CemX mAbs por
ELISA, purificadas proteinas mIgE.FcL ou mIgE.Fcs UDM-solubilizadas foram reves-
tidas em placas de 96 cavas Maxisorp (Nunc) a 50 ng/cava em 0,1 M NaCQO3 (pH 9,6)
a 40 °C durante a noite. Cavidades foram bloqueadas por 200 ulL/cava de 1% BSA%
em PBS a temperatura ambiente por 1 hora. Placas foram lavadas trés vezes com 200
uL/cava de PBS com 0,05% Tween-20, seguido pela adigdo de 100ul de sobrenadante
hibridoma as cavas. A incubacgao foi realizada a temperatura ambiente por 2 horas.
Todos os cavas foram aspirados e lavados seis vezes com 200 ulL/cava de PBS com
0,05% Tween-20. As placas foram incubadas com uma diluicao de 1:10.000 do con-
jugado de anticorpo de cabra anti-lgG de camundongo HRP-conjugado (Chemicon)
por 1 hora (100 uL/cava). Em seguida, todas as cavas foram aspiradas e lavadas seis
vezes com 200 ulL/cava de PBS com 0,05% Tween-20. Finalmente, as cavas foram
desenvolvidas por 50 ulL/cava de solugao de substrato tetrametil benzidina (TMB) (Su-
reBlue ™, KPL) e a reagao foi interrompida pela adigdo de 50 ulL/cava de HCI 1N. A
absorbéncia foi medida em OD450 em um leitor de ELISA. Dos > de 4000 clones

hibridoma ensaiados a partir de duas fusdes, 17 cones apresentaram especificidade
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para migE.FcL UDM-solubilizado em lugar de mIgE.Fcs conforme determinado por
ELISA.

[0015]Para explorar a especificidade do anti-CemX mAbs relativamente a
CemX, os diversos clones CemX-especificos foram entédo testados quanto a reativi-
dade com trés peptideos sintéticos, o que representa trés segmentos consecutivos de
CemX, dividido por residuo C localizado no residuo # 18 e um segmento de CHC nos
residuos # 39-41. Especificamente, o peptideo Pl contém os ultimos quatro residuos
de aminoacidos de CH4 e de me e os primeiros 17 residuos de aminoacidos (# 17/01),
a saber, GLAGGSAQSQRAPDRVL, de CemX; peptideo P2 contém 20 residuos de
aminoacidos # 19-38, ou seja, HSGQQQGLPRAAGGSVPHPR, de CemX; peptideo
P3 contém os 11 residuos aminoacidos terminais (# 42-52), ou seja, GAGRAD
WPGPP, de CemX e os 4 primeiros residuos aminoacidos da regido migis consecuti-
VoS, Oou seja, a regido extracelular N-terminal do peptideo &ncora da membrana da
cadeia me. Todos os peptideos foram sintetizados em Genomics Research Center,
Academia Sinica (Taipei, Taiwan). Os peptideos foram reconstituidos com PBS na
concentragdo de 10 mg/mL. Todos os peptideos foram revestidos em placas de 96
cavas Maxisorp a 500 ng/cava em 0,1 M NaCO3 (pH 9,6) a 40 °C durante a noite.
Cavidades foram bloqueados por 200 mL/cava de uma BSA% em PBS a temperatura
ambiente por 1 hora. Placas foram lavadas trés vezes com 200 uyL/cava de PBS com
0,05% Tween-20, seguido pela adicdo de 100 yL de 1 mg/mL anti-CemX mAbs aos
cavas. A incubacao foi realizada a temperatura ambiente por 2 horas. Todas as cavas
foram aspiradas e lavadas seis vezes com 200 mL/cava de PBS com 0,05% Tween-
20. As placas foram incubadas com um 1:10.000 diluicdo de anticorpo de cabra anti-
IgG de camundongo HRP-conjugado por 1 hora. Depois de seis vezes com 200
uL/cava de PBS com 0,05% Tween-20, 50 ulL/cava de solugédo de substrato TMB foi
adicionado nas cavas. A reacéao foi interrompida pela adicdo de 50 ulL/cava de HCI

1N. A absorbéancia foi medida em OD4S0 em um leitor ELISA. Dos muitos anticorpos
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CemX-monoclonais especificos preparados em nossos experimentos, apenas 4Bl 2 e
26H2 n&o reagem com RADWPGPP contendo peptideo e o P3. 4BL dois reagiram
com peptideo P1, e 26H2 com peptideo P2. Todos os demais anticorpos monoclonais
CemX-especificos reagiram com P3 (Figura 1). Assim, RADWPGPP é realmente um
epitopo imunogénico dominante. No entanto, ele ndo é o unico epitopo imunogénico.

[0016]Exemplo 2: 4Bl 2 e 26H2 se ligam a mIgE em células B que expressam
migE

[0017]Foi ainda testada a capacidade dos diversos anticorpos CemX- mono-
clonais especificos para ligar as linhagens celulares de CHO e Ramos que foram
transfectadas com DNA recombinante ou codificagdo meL(CH2-CM) ou mes(CH2-
CM). As duas linhagens de células CHO transfectadas respectivamente produziram
respectivamente mIgE.FcL ou mIgE.Fcs, ambas as quais ndo formam receptores cé-
lulas B com co-receptores tais como Iga e IgB, porque as células CHO nao expressam
essas proteinas. As duas transfectadas linhagens de células produziram respectiva-
mente mIgE.FcL ou mIgE.Fcs, ambas as quais formam complexos com seus co-re-
ceptores naturais. Para investigar a ligagdo do anti-CemX mAbs aos nativos CemX,
células CHO ou Ramos que expressam migE.FcL ou mIgE.Fcs foram ressuspensas
em tampao FACS [PBS, 1% FBS, azida de sodio a 0,1%, e 2 mM EDTA (pH 8,0)] a
uma densidade de células de 107 células/mL. 106 células foram entdo incubadas por
30 min no gelo com 100 uL de sobrenadante hibridoma, seguido por lavagem com
tampéao FACS. Anticorpos ligados foram detectados por incubac&o por 30 minutos no
gelo com fragmento F(ab’)2 FITC-marcado de coelho especifico para IgG (ABD Se-
crotec), seguido de lavagem por duas vezes com tampao FACS antes da analise.
Experimentos de citometria de fluxo foram realizados usando um citdbmetro de fluxo
FACSCanto Il (BD Bioscience) e analisados utilizando software FCSExpress (Sof-
tware De Novo). A Au dos anticorpos monoclonais CemX-especificos ndo foram en-

contrados para se ligar a células CHO e Ramos que expressam mIgE.Fcs. Todos os
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anticorpos monoclonais CemX-especificos foram verificados se ligarem a células CHO
expressando mIgEL. No entanto, apenas 4Bl 2 e 26H2 puderam se ligar a células
Ramos expressando migE.FcL, enquanto todos os outros anticorpos monoclonais
CemX-especificos ndo puderam se ligar a células Ramos expressando mIgE.FcL (Fi-
gura 2).

[0018]Exemplo 3: 4Bl 2 e 26H2 induzir anticorpos contra a citotoxicidade ce-
lular dependente células B expressando migE

[0019]Para investigar a atividade ADCC de anti-CemX mAbs quimérico, usa-
mos ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMCs) como células efetoras para
atingir células mIgE.FcL que expressam Ramos. PBMCs foram purificados a partir de
revestimentos de células brancas de doadores saudaveis (Banco de Sangue de Tai-
wan) por centrifugacdo em um gradiente de densidade em placa de Ficoll- Plus (GE
Healthcare) e criopreservados em 90% FBS/10% DMSO (Hybri-Max ™; Sigma-Al-
drich). Antes do uso, PBMCs foram descongeladas e cultivadas em 2x106 células/mL
durante a noite em meio IMDM (Invitrogen) suplementado com 10% inativado pelo
calor FBS e 1% de mistura penicilina-estreptomicina. Para identificar as células-alvo
em co-cultura com PBMCs, células mIgE.FcL expressando Ramos foram marcadas
com 2,5 uM diacetato de 5-(e -6)-carboxifluoresceina, éster de succinimidila (CFDA,
SE; Invitrogen) em 0,1% BS A/PBS por 10 min a 37 °C. Apos trés lavagens com meio
RPMI em agua fria (Invitrogen), contendo 10% FBS, as células foram ajustadas a 105
células/mL. Para as efetivas titulagdes de relagdes (E/T), 20.000 células marcadas em
200 pL de meio RPMI completo foram revestidas com anticorpos de 1 ug/mL por 30
min a 37 °C, em seguida, combinados com um volume igual de PBMCs em varias
relagdes E/T de 50 a 3,125. Para titulagbes de anticorpos, 20.000 células marcadas
em 200 yL em meio RPMI completo foram opsonizadas com anticorpos em varias
concentragdes (1.000-0,01 ng/mL) durante 30 minutos a 37 °C, e entdo combinados

com PBMCs em uma relagao E/T de 25:1. Para medir a morte independentemente de
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anticorpos, as células-alvo marcadas também foram incubadas com PBMCs na au-
séncia de anticorpos em dadas relagdes E/T. No final de 24 horas de incubacéo, as
células mortas foram coradas com 2,5 mg/mL 7-amino actinomicina (7-AAD; Invitro-
gen) por 15 min no gelo. As células foram analisadas em um citémetro de fluxo FACS-
Canto Il Becton Dickinson. Células-alvo vivas foram definidas como a percentagem
de células CFSE-positivas/7-AAD-negativa em analises do tipo “dot-plot”. A percenta-
gem de células mortas em uma dada relacéo E/T foi calculada de acordo com a se-
guinte formula: 100 x [(% de células-alvo vivas no controle anticorpo-independente -
% de células vivas alvo na amostra)/% das células alvo vivas no controle anticorpo-
independente]. A atividade de ADCC c4B12, c26H2 e omalizumabe foi observada em
varias relagdes E/T. Em uma relacéo E/T de 50, c4B12, c26H2 omalizumab e deu até
60% de lise especifica, em contraste, CA20 foi menos ativo e deu apenas 10-20% de
lise especifica (Figura 3A). Além disso, uma significativa ADCC foi observada quando
a concentragao de c4B12 e c26H2 foi superior a 0,01 ug/mL. Na dose maxima de 10
ug/mL, a lise especifica de células-alvo por c4B12 e c26H2 variou de 80% a 90%,
enquanto CA20 deu até 50% de lise especifica (Figura 3B). O controle positivo rituxi-
mab, que direcionou a CD20, e omalizumab efetivamente induziu a ADCC em varias
relagdes E/T e em modo dose-resposta. Assim, concluimos que c4B12 e c26H2 sao
mADbs anti-CemX mais potentes que CA20 em mediar ADCC e podem recrutar de
modo eficiente células efetoras para atingir células B que expressam migE in vivo.

[0020]Exemplo 4: Quimérico anti-CemX mAbs induzir a apoptose de ligada a
membrana IgE. FcL células que expressam Ramos

[0021]Para detectar a exposicéo de fosfatidilserina (PS), células Ramos ex-
pressando mIgE. FcL (5x105 células/mL) foram incubadas com anti-CemX mAbs qui-
mérico, os anticorpos omalizumab ou controle em concentragdes indicadas em meio
de cultura completo por uma hora a 37 °C. As células foram entéo tratadas com frag-

mento F(ab')2 de cabra especifico para o fragmento Fc da IgG humana (Jackson
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ImmunoResearch Laboratories Inc.) na concentragdo de 10 ug/mL e incubadas por
mais 24 horas a 37 °C. A detecgao da exposigao a fosfatidilserina (PS) foi avaliada
pela coloracao de células em 200 uL de tampéao anexina [10 mM HEPES/NaOH (pH
7,4), 140 mM NaCl, 5 mM CaCl2] contendo fluoresceina isotiocianato (FITC) marcado
com anexina V (Bio Vision), diluido 1/200 e 2,5 mg/mL de iodeto de propidio (PI,
Sigma-Aldrich) por 15 min no escuro a temperatura ambiente. As células foram anali-
sadas em um citdmetro de fluxo FACSCanto Il. Células apoptéticas foram definidas
como a percentagem de células anexina V-positiva/Pl-negativa em analises de mar-
cacdao por pontos. Aproximadamente 80% das células Ramos que expressam
mlgE.FcL foram mortas através da apoptose pelo aumento da concentragao de c4B12,
c26H2, ou omalizumab, mas ndo com CA20, com indugao maxima em 1 ug/mL (Figura
4A).

[0022]Para a detecgao de nucleos apoptoticos, células Ramos expressando
miIgE.FcL (5x105 células/mL) foram incubadas com anti-CemX mAbs quimérico, os
anticorpos omalizumab ou controle em uma concentracdo de 1 ug/mL em meio de
cultura completo para uma hora a 37 °C. As células foram ent&o tratadas com frag-
mento F(ab')2 de cabra especifico para o fragmento Fc de IgG humana em uma con-
centragao final de 10 ug/mL e incubadas por mais 48 horas a 37 °C. 5X105 células
foram incubadas em 0,5 mL de iodeto de propidio solugao (PI)/Triton (citrato de sodio
0,1%, 0,1% Triton X-100, 15 mg/mL PI, e 100 mg/mL em PBS RNase A, todos da
Sigma-Aldrich) por uma hora no escuro sobre o gelo. A fluorescéncia PI foi determi-
nada em um citdmetro de fluxo FACSCanto Il. O conteudo de DNA intacto dos nucleos
foi registrado em uma escala linear. Nucleos apoptoéticos contendo emissores hipodi-
ploides de fluorescéncia de DNA nos canais abaixo do pico G0ZG1 foram enumerados
como uma porcentagem da populagéo total. Um aumento significativo na populagéo
de células com DNA hipodipldides foi observada em c4B12, c26H2, ou em células

Ramos expressando migE.FcL tratadas com omalizumab (Figura 4B).
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[0023]Para a detecgéo de caspase 3 e clivagem poli(ADP-ribose)polimerase
(PARP), células Ramos expressando migE.FcL (5x105 células/mL) foram incubadas
com anti-CemX mAbs quimérico, anticorpos omalizumab ou controle em uma concen-
tracdo de 1 ug/mL em meio de cultura completo por uma hora a 37 °C. As células
foram ent&o tratadas com fragmento F(ab')2 de cabra especifico para o fragmento Fc
de IgG humana em uma concentragao final de 10 ug/mL e incubadas por mais 24
horas a 37 °C. 5x106 células foram lavadas em PBS gelado e ressuspensas em 100
uL de tampao de lise RIPA modificado resfriado em gelo [20 mM Tris (pH 7,4), 150
mM NaCl, 1% Triton-X 100, desoxicolato 0,5%, sulfato de sddio a 0,1% dodecil (SDS),
5 mM inibidor EDTA, e protease (Sigma-Aldrich)]. Os lisados foram incubados por 20
min no gelo. Amostras foram centrifugadas por 20 min em 16000xg e 4 °C. Os sobre-
nadantes foram transferidos para um tubo de 1,5 mL fresco e armazenado a -80 °C.
A quantidade de proteina em cada lisado clarificado foi quantificada usando o ensaio
Protein DC (Bio-Rad Laboratories) de acordo com sugestbes do fabricante. Cada
amostra foi normalizada quanto ao teor de proteina total e foi submetido a SDS-
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), seguido de transferéncia para
membranas PVDF (GE Healthcare). Anticorpos policlonais de coelho para caspase-3
e PARP foram obtidos a partir de Cell Signaling Techonology e foram usados em 1:500
diluicdes. Anticorpos secundarios de cabra anti-lgG de coelho HRP-conjugado
(Sigma-Aldrich) foi usado em 1:10.000 diluicbes. Membranas foram desenvolvidas
com um reagente ECL (Immobilon ™ ocidental; Millipore). A carga de proteina equi-
valente foi verificada examinando o borrdo com um anticorpo para (-actina (Sigma-
Aldrich). 24 horas apdés mIgE.FcL células que expressam Ramos foram tratados por
c4B12, c26H2 e omalizumab, ao invés de CA20, a clivagem da caspase-3 como frag-
mentos Mx 19- e 17-kDa ficou evidente. Além disso, a clivagem de PARP foi detectavel
em c4B12, c26H2, e tratados com células Ramos expressando migE.FcL tratadas com

omalizumabe usando um anticorpo reconheceu o PARP MX 116 kDa intacto e o
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produto de clivagem Mx 89 kDa (Figura 4C).

Breve Descricido das Figuras

[0024]A Figura 1 mostra os trés peptideos sintéticos representando os seg-
mentos consecutivos de CemX e a reatividade de varios anti-CemX mAbs com os pep-
tideos. Os residuos de aminoacidos do dominio CemX sdo mostrados em negrito.

[0025]A Figura 2 mostra a ligagao de varios anti-CemX mAbs de linhagens de
células CHO ou Ramos que expressam migE.FcL ou mIgE.Fcs.

[0026]A Figura 3 mostra que c4B12 quimérico e c26H2 induzem ADCC contra
células Ramos que expressam migE.FcL em varias relagdes E/T. Figura 3B mostra
que quiméricos c4B12 e c26H2 induzem ADCC contra células Ramos que expressam
mIgE.FcL de maneira dose-resposta.

[0027]A Figura 4 mostra que a exposigdo PS induzida por quiméricos c4B12
e c26H2 em células Ramos que expressam mIgE.FcL é dose-dependente. Figura 4B
mostra que os nucleos apoptaticos foram observados em quiméricos c4B12 e c26H2
tratados com células Ramos expressando migE.FcL. A Figura 4C mostra que a cliva-
gem da caspase 3 e PARP foram observados em quiméricos c4B12 e c26H2 tratados
com células Ramos expressando migE.FcL.

[0028]Figura 5 mostra o alinhamento da sequéncia de aminoacidos de VL e
VH de mouse gerador 4B1 2, os escolhidos modelos de linhagens germinativas hu-
manas KV2 e HV4 para VL e VH, respectivamente, e o 4BL humanizado 2 (hu4B12),
rotulados como "Replace" nos alinhamentos. Este hu4B12 tem a mesma afinidade de
ligacdo para proteinas recombinantes CemX e células Ramos que expressam
mIgE.FcL como 4B 12 quimérico (C4b 12).
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo CemX-especifico ou fragmento de ligagao ao antigeno do mesmo,
CARACTERIZADO pelo fato de que é capaz de se ligar a IgE ligada a membrana de
linfécitos B humanos e incapaz de se ligar ao peptideo RADWPGPP, e ainda é capaz
de se ligar a GLAGGSAQSQRAPDRVL (SEQ ID NO: 2), em que o anticorpo compre-
ende as regides hipervariaveis de cadeia leve apresentadas pelos aminoacidos nas
posicoes 24 a 39 da SEQ ID NO: 5 (CDRL1), os aminoacidos nas posi¢cbes 55 a 61
da SEQ ID NO: 5 (CDRL2) e os aminoacidos nas posigdes 94 a 102 da SEQ ID NO:
5 (CDRL3), e as regides hipervariaveis de cadeia pesada apresentadas pelos amino-
acidos nas posigdes 26 a 36 da SEQ ID NO: 8 (CDRH1), os aminoacidos nas posi¢des
51 a 66 da SEQ ID NO: 8 (CDRH2) e os aminoacidos nas posi¢des 98 a 106 da SEQ
ID NO: 8 (CDRH3).

2. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo € um anticorpo monoclonal.

3. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo é um anticorpo quimérico compreendendo as regides variaveis de
um anticorpo monoclonal de camundongo e regides constantes de anticorpos huma-
nos.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo € um anticorpo monoclonal humanizado que compreende essen-
cialmente as regides hipervariaveis de um anticorpo monoclonal de camundongo e as
regides framework e regides constantes de anticorpos humanos.

5. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo € um anticorpo humano.

6. Anticorpo ou fragmento de ligagdo, de acordo com a reivindicagao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o fragmento é um Fab, F(ab)'2 ou Fv de cadeia

unica.
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7. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao antigeno, conforme defi-
nido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, CARACTERIZADO pelo fato de que
€ para a produgédo de um medicamento para tratar doengas mediadas por IgE.

8. Uso, de acordo com a reivindicagdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que
as doengas mediadas por IgE sdo asma alérgica, rinite alérgica ou dermatite atdpica.

9. Uso, de acordo com a reivindicagdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que
as doengas mediadas por IgE sao urticaria induzida pelo frio, urticaria cronica, urticaria
colinérgica, rinossinusite crénica, mastocitose sistémica, mastocitose cutanea, asper-
gilose broncopulmonar alérgica, angioedema idiopatica recorrente, cistite intersticial
ou disturbios gastrointestinais associados aos eosindfilos.

10. Uso de um imunogénico contendo GLAGGSAQSQRAPDRVL (SEQ ID
NO: 2) ou um analogo com propriedade antigénica similar, CARACTERIZADO pelo
fato de que é para a producdo de um medicamento para induzir resposta imune em
pacientes in vivo, em que o imunogénico compreende as regides hipervariaveis de
cadeia leve apresentadas pelos aminoacidos nas posi¢des 24 a 39 da SEQ ID NO: 5
(CDRL1), os aminoacidos nas posigdes 55 a 61 da SEQ ID NO: 5 (CDRL2) e os ami-
noacidos nas posi¢cdes 94 a 102 da SEQ ID NO: 5 (CDRL3), e as regides hipervaria-
veis de cadeia pesada apresentadas pelos aminoacidos nas posicdes 26 a 36 da SEQ
ID NO: 8 (CDRH1), os aminoacidos nas posigdes 51 a 66 da SEQ ID NO: 8 (CDRH2)
e 0s aminoacidos nas posi¢des 98 a 106 da SEQ ID NO: 8 (CDRH3).

11. Anticorpo ou fragmento de ligagédo ao antigeno, de acordo com a reivindi-
cacao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga a IgE ligada a mem-
brana de linfécitos B humanos.

12. Anticorpo ou fragmento de ligagédo ao antigeno, de acordo com a reivindi-
cacado 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID

NO: 8 e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
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aminoacidos da SEQ ID NO: 5.

13. Anticorpo ou fragmento de ligagédo ao antigeno, de acordo com a reivindi-
cacado 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo humanizado
que compreende uma regido variavel de cadeia pesada que compreende a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 10 e uma regido variavel de cadeia leve que compre-

ende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 7.
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FIG. 3A
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FIG 3B
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FIG. 4A
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