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“ANTICORPO HUMANO ISOLADO, MOLECULA DE ACIDO
NUCLEICO ISOLADA, VETOR, USO DE UM ANTICORPO, E,
COMPOSICAO FARMACEUTICA”

Este pedido faz referéncia, e reivindica prioridade,
relativamente ao pedido provisional U.S. com nimero de série 60/408,719
depositado em 6 de setembro de 2002, cuja divulgacao € incorporada aqui por
referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

A invengao refere-se a anticorpos que se ligam a proteina de
receptor tipo 1 de interleucina (IL-1R1). Proporciona-se também
composicoes, particularmente composicdes farmacéuticas e métodos de tratar
doencgas mediadas com IL-1, como artrite reumatdide, osteoartrite, e outras
condig¢des inflamatorias.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Desenvolvimento de Anticorpo

Inflamacgdo € a resposta do corpo a lesdes resultantes de dano
mecanico, infec¢do, ou estimulagdo antig€nica. Reagdes inflamatorias
expressam-se freqiientemente de forma patologica. Referidas condi¢des
ocorrem quando a inflamagao € expressa de uma maneira exagerada, quando €
estimulada de maneira inapropriada, ou persiste mesmo apds a remog¢ao do
agente lesionador.

A resposta inflamatéria € mediada, infer alia, por citocinas.
Uma das citocinas inflamatérias mais potentes ja verificada € a interleucina-1
(IL-1). Um incremento na sinalizagdo de IL-1 causa inflamagio persistente
associada com diversas doengas, e considera-se que IL-1 € um mediador-
chave em muitas doengas e condicdes clinicas. Esta citocina € produzida
primariamente (embora ndo exclusivamente) por células da linhagem dos

macréfagos/mondcitos e pode ser produzida de duas maneiras: IL-1 alfa (IL-1
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IL-1 estimula respostas celulares mediante intera¢do com um
complexo de receptor heterodimérico constituido de duas proteinas de
transmembrana, receptor tipo 1 de IL-1 (IL-1 R1) e proteina acessoria de
receptor de IL-1 (IL-1RAcP). IL-1 liga-se primeiramente a IL-1R1; IL-
1RACP ¢ entdo recrutada para este complexo (Greenfeder ef al., 1995, J. Biol.
Chem. 270:13757-13765; Yoon and Dinarello, 1998, J. Immunology
160:3170-3179; Cullinan et al., 1998, J. Immunology 161:5614-5620),
seguido de transducdo de sinal resultando na indugio de uma resposta celular.

Estudos de ligacdo baseados em células sugerem que IL-
1RACP estabiliza o complexo de sinalizagdo de IL-1R mediante diminuigdo
da taxa de desligamento do ligando (Wesche et al., 1998, FEBS Letters
429:303-306). Embora a interagdo da IL-1 com o IL-1R tenha sido
meticulosamente caracterizada, a interagdo da IL-1RAcP com receptor ligado
a ligando permanece mal definida. Como a IL-1RAcP ndo apresenta afinidade
significativa por IL-1 ou IL-1R1 sozinhos, porém apresenta alta afinidade
pelo complexo, conclui-se que sitios de ligag¢do inéditos para IL-1RAcP sdo
criados pelo evento de ligagdo de IL-1/IL-1R, que podem até mesmo incluir
contribui¢des de radicais de IL-1 (Ettorre ef al., 1997, Eur. Cytokine Netw.
8:161-171). Outra molécula, antagonista de receptor de IL-1 (IL-1ra) compete
com IL-1c e IL-1P pela ligagdo com o receptor, porém ndo consegue recrutar
IL-1RACP, resultando em um receptor ocupado porém ndo-sinalizador. A
atividade de IL-1 pode ser neutralizada adicionalmente por IL-1R tipo II, um
receptor-isca que liga ligando, mas que nfo participa da sinalizagdo devido a
um dominio intracelular truncado. IL-1ra e IL-1R de tipo II atuam reduzindo
a gravidade e a duragdo de eventos inflamatdrios mediados por IL-1 (Wesche
et al., 1998, FEBS Letters 429:303-306; Dripps et al., 1991, J Biol. Chem.
266:10331-10336; Dripps et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:20331-20335).

E possivel produzir inibidores de interleucina-1 a partir de
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qualquer proteina capaz de prevenir especificamente a ativagdo de receptores
celulares para IL-1, o que pode resultar de diversos mecanismos. Referidos
mecanismos incluem regulagdo-para-baixo da produgdo de IL-1, liga¢do de
IL-1 livre, interferéncia com ligagdo de IL-1 a IL-1R, interferéncia na
formagdo do complexo IL-1R-IL-1RACP, ou interferéncia na modulagdo da
sinalizacdo da IL-1 apds ligacdo a seu receptor. Classes de inibidores de IL-1
incluem:

e antagonistas de receptor de interleucina-1, como IL-1ra, como
descrito abaixo;

e anticorpos monoclonais anti-IL-1R (por exemplo, como divulgado
no Pedido de Patente Européia publicado n® EP 623674, cuja
divulgagdo € incorporada aqui por referéncia);

e proteinas de ligagdo de IL-1, como receptores de IL-1 soluveis (por
exemplo, como divulgado nas patentes dos E.U.A. nums.
5,492,888; 5,488,032; 5,464,937; 5,319,071; e 5,180,812; sendo
que as divulgagdes destas sdo incorporadas aqui por referéncia);

e  anticorpos monoclonais anti-IL-1 (por exemplo, como divulgado na
publicag¢do de Pedido de Patente Internacional nums. WO 9501997,
WO 9402627, WO 9006371, U.S. Pat. No. 4,935,343, EP 364778,
EP 267611 e EP 220063, sendo que as divulgagles destas sdo
incorporadas aqui por referéncia);

e proteinas acessorias de receptor de IL-1 e anticorpos para as
mesmas (por exemplo, como divulgado na Publicacdo de Pedido de
Patente Internacional nums. WO 96/23067 ¢ WO 99/37773, cuja
divulgagdo € incorporada aqui por referéncia); e

e inibidores de enzima convertedora de interleucina-1 (ICE) ou
caspase 1 (por exemplo, como divulgado na Publicacdo de Pedido
de Patente Internacional nums. WO 99/46248, WO 99/47545, e WO

99/47154, sendo que as divulgagdes destas sdo incorporadas aqui
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por referéncia), que podem ser usadas para inibir produgdo e
secregdo de IL-1f3;

e inibidores de protease de interleucina-18; e

e  outros compostos € proteinas que bloqueiam a sintese in vivo ou a
liberag¢do extracelular de IL-1.

Iniciadores de IL-1 exemplares encontram-se descritos nas
referéncias a seguir: patentes dos E.U.A. nums. 5,747,444; 5,359,032;
5,608,035; 5,843,905; 5,359,032; 5,866,576; 5,869,660; 5,869,315;
5,872,095; 5,955,480; e 5,965,564; Publicacdo de Pedido de Patente
Internacional = nums. WO98/21957; W096/09323; WO91/17184;
W096/40907;, WO98/32733; W098/4232;5, WO98/44940; WQO98/47892;
WO098/56377; W099/03837, W099/06426; W099/0604;2, W0O91/17249;
W098/32733; WO098/17661; WO97/08174; W095/34326; WO99/3642;6, e
W099/36415; Publicagido de pedidos de Patentes Européias nums. EP534978
e EP89479; e pedido de Patente Francesa n° FR 2762514. As divulgacdes de
todas as referéncias previamente indicadas sdo incorporadas aqui por
referéncia.

Antagonista de receptor de interleucina-1 (IL-1ra) é uma
proteina humana que atua como um inibidor natural de interleucina-1 € € um
membro da familia de IL-1, que inclui IL-1 o« e IL-1 B. Antagonistas de
receptor preferidos (incluindo IL-1ra e variantes e derivados dos mesmos), €
também métodos de preparar e utilizar os mesmos, encontram-se descritos na
Patente U.S. 5,075,222; Publica¢do de Pedido de Patente Internacional nums.
WO 91/08285; WO 91/17184; W092116221; W0O93121946; WO 94/06457;
WO 94/21275; WO 94/21235; DE 4219626, WO 94/20517;, WO
96/22793; WO 97/28828; ¢ WO 99/36541, Pedido de Patente Australiana n°
AU9173636; e Pedido de Patente Francesa n° FR2706772; cujas divulgagdes
sdo incorporadas aqui por referéncia. As proteinas incluem formas

glicosiladas € também n@o-glicosiladas de antagonistas de receptor de IL-1.
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Especificamente, trés formas uteis de IL-1ra e variantes das
mesmas encontram-se divulgadas e descritas na Patente U.S. 5,075,222 ("a
patente '222"). IL-1ra « é caracterizada por SDS-PAGE como uma molécula
de 22-23 kD apresentando um ponto isoelétrico aproximado de 4,8, eluindo
de uma coluna Mono Q FPLC a aproximadamente 52 mM de NaCl em
tamponante Tris, pH 7,6. IL-1ra 3 é caracterizado como uma proteina de 22-
23 kD, eluindo de uma coluna Mono Q a 48 mM de NaCl. Ambos, IL-1ra e
IL-1ra B sdo glicosilados. IL-1rax é caracterizado como uma proteina de 20
kD, eluindo de uma coluna Mono Q a 48 mM de NaCl, e ndo ¢ glicosilada. A
patente ‘222 também divulga métodos de isolar os genes responsaveis por
codificarem os inibidores, clonar o gene em vetores € tipos de c€lulas
vantajosos, e expressar o gene de forma a produzir os inibidores. Embora
efetivo, IL-1ra apresenta uma meia-vida relativamente curta. No uso corrente,
IL-1ra é administrado uma vez ao dia. Assim, a técnica poderia beneficiar-se
de um antagonista do receptor de IL-1 com uma meia-vida consideravelmente
mais longa.

A prevengio da sinalizagdo de IL-1 inibindo-se IL-1 de ligar-
se ao receptor de IL-1 constitui uma abordagem terap€utica atraente para
tratar doengas mediadas com IL-1. Existe na técnica uma necessidade de
iniciadores clinicamente efetivos da via de sinalizagdo de IL-1 que possam
melhorar os efeitos de doengas mediadas com IL-1 e que e que também sejam
capazes de fornecimento em pacientes humanos. Um anticorpo humano que
bloqueia a sinalizagdo de IL-1 poderia ser particularmente vantajoso no
atendimento desta necessidade e poderia proporcionar uma meia-vida mais
longa do que terapia correntemente disponivel.

SUMARIO DA INVENCAO

A invengdo proporciona anticorpos monoclonais que se ligam

ao receptor tipo 1 de interleucina-1 (IL-1R1). De preferéncia, os anticorpos

inibem a sinalizagio de IL-1 ao competirem com a ligagdo de IL-1G e IL-1aa
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IL-1R1. Esta inven¢3o também proporciona linhas de células de hibridoma
que produzem e, da forma mais preferivel, secretam os anticorpos
monoclonais da invengdo no meio de cultura de células. Os anticorpos da
invengdo bloqueiam com sucesso a sinaliza¢do de IL-1 em células humanas e,
portanto, também s3o uteis para tratar pacientes com pacientes com doengas
mediadas com IL-1. A invengdo proporciona adicionalmente proteinas de
fusdo que compreendem a seqii€ncia de uma regifo de anticorpo Fc € uma ou
mais seqiiéncias selecionadas do grupo que consiste de SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ
ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO:
38, e SEQ ID NO: 40. Referidas moléculas podem ser preparadas utilizando-
se métodos como descritos, por exemplo, no WO 00/24782, que ¢
incorporado por referéncia. Referidas moléculas podem ser expressas, por
exemplo, em células mamiferas (por exemplo células de ovarios de hamster
chinés) ou células bacterianas (por exemplo células de E. coli).

Em determinados aspectos, a invengdo proporciona anticorpos,
preferivelmente anticorpos monoclonais, sendo o mais preferivel anticorpos
humanos, compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, sendo que a
cadeia pesada compreende uma seqii€éncia de aminoacidos como apresentada
em qualquer uma de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 6, ou SEQ ID NO: &, ou
um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional ou ligador
de antigeno.

A inven¢do também proporciona anticorpos, preferivelmente
anticorpos monoclonais, sendo o mais preferivel anticorpos humanos,
compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, sendo que a cadeia
leve compreende uma seqii€éncia de aminoacidos como apresentada na SEQ
ID NO: 4 ou um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente

funcional ou de ligagdo a antigeno.
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Em determinados aspectos, anticorpos da invengdo
compreendem uma cadeia pesada € uma cadeia leve, sendo que a regido
variavel da cadeia pesada compreende uma seqii€ncia de aminoacidos como
apresentada em qualquer uma de SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 14, ou SEQ
ID NO: 16 ou um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente
funcional ou de ligagdo a antigeno. Em outros aspectos, a regido variavel de
cadeia leve compreende uma seqiiéncia de aminoacidos como apresentada em
qualquer uma de SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 18, ou um seu fragmento
de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno. Em
aspectos adicionais, a cadeia pesada compreende uma seqiiéncia de
aminoacidos como apresentada em qualquer uma de SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 22, SEQ 1D NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, ou SEQ ID NO: 36, ou um seu fragmento
de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de liga¢do a antigeno. Em
outros aspectos adicionais, a cadeia leve compreende uma seqiiéncia de
aminoacidos como apresentada em qualquer uma de SEQ ID NO: 38 ou SEQ
ID NO: 40, ou um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente
funcional ou de ligac¢do a antigeno. Referidas cadeias de anticorpos sdo uteis
na preparagdo de anticorpos que se ligam especificamente a IL-1R1 e também
na preparacdo de anticorpos biespecificos em que a molécula resultante se
liga a IL-1R1 e/ou a outra molécula-alvo (por exemplo, TNF ou um recepto
de TNF).

A inven¢do também proporciona anticorpos que se ligam
especificamente a IL-1R1, sendo que a cadeia pesada compreende uma regido
variavel de cadeia pesada compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos
como apresentada na SEQ ID NO: 10, ou um seu fragmento de
imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno, € a
cadeia leve compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo

uma seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 12, ou um
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seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo
a antigeno.

Em determinados aspectos, a invengdo também proporciona
anticorpos, compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, sendo que
a cadeia pesada compreende uma primeira regido variavel, e sendo que a
primeira regido varidvel compreende uma seqiiéncia que apresenta pelo
menos 90 %, mais preferivelmente pelo menos 95 %, e, da forma mais
preferivel, cerca de 99 % de identidade com a sequéncia de aminoécidos
como apresentada na SEQ ID NO: 10, e sendo que a cadeia leve compreende
uma segunda regido varidvel, e sendo que a segundo regido variavel
compreende uma seqiiéncia que apresenta pelo menos 90 %, mais
preferivelmente pelo menos 95 %, e, da forma mais preferivel, cerca de 99 %,
de identidade com a seqiiéncia de aminoacidos como apresentado na SEQ ID
NO: 12, sendo que o anticorpo interage com IL-1R1.

A invengdo proporciona adicionalmente anticorpos que se
ligam especificamente a IL-1R1, sendo que a cadeia pesada compreende uma
regido varidvel de cadeia pesada compreendendo uma seqiiéncia de
aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 14, ou um seu fragmento de
imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno, € a
cadeia leve compreende uma regifo variavel de cadeia leve compreendendo
uma seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 12, ou um
seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo
a antigeno.

Em determinados aspectos, a invengdo proporciona anticorpos,
compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, sendo que a cadeia
pesada compreende uma primeira regido variavel, e sendo que a primeira
regido variavel compreende uma seqiiéncia que apresenta pelo menos 90 %,
mais preferivelmente pelo menos 95 %, e, da forma mais preferivel, cerca de

99 %, de identidade com a seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na
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SEQ ID NO: 14, e sendo que a cadeia leve compreende uma segunda regido
variavel, e sendo que a segunda regido variavel compreende uma seqii€ncia
que apresenta pelo menos 90 %, mais preferivelmente pelo menos 95 %, e, da
forma mais preferivel, cerca de 99 %, de identidade com a seqii€ncia de
aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 12, sendo que o anticorpo
interage com IL-1R1.

A inven¢do também proporciona anticorpos que se ligam
especificamente a IL-1R1, sendo que a cadeia pesada compreende uma regido
variavel de cadeia pesada compreendendo uma seqii€éncia de aminoacidos
como apresentada na SEQ ID NO: 16, ou um seu fragmento de
imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno, € a
cadeia leve compreende uma regido variavel de cadeia leve compreendendo
uma seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 18, ou um
seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo
a antigeno.

Em determinados aspectos, a invengao proporciona anticorpos,
compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, sendo que a cadeia
pesada compreende uma primeira regido variavel, e sendo que a primeira
regido variavel compreende uma seqii€ncia que apresenta pelo menos 90 %,
mais preferivelmente pelo menos 95 %, e, da forma mais preferivel, cerca de
99 %, de identidade com a seqii€éncia de aminoacidos como apresentada na
SEQ ID NO: 16, e sendo que a cadeia leve compreende uma segunda regido
varidvel, e sendo que a segunda regido variavel compreende uma seqiiéncia de
aminoacidos que apresenta pelo menos 90 %, mais preferivelmente pelo
menos 95 %, e, da forma mais preferivel, cerca de 99 %, de identidade com a
seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 18, sendo que o
anticorpo interage com IL-1R1.

A inven¢do também proporciona anticorpos que se ligam

especificamente a IL-1R1, sendo que a cadeia pesada compreende uma
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seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, ou SEQ ID NO:

30, ou um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional ou
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de ligagdo a antigeno, e a cadeia leve compreende uma seqii€éncia de
aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 38, ou um seu fragmento de
imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno.

A invengdo proporciona adicionalmente anticorpos que se
ligam especificamente a IL-1R1, sendo que a cadeia pesada compreende uma
seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 34, ou SEQ ID NO: 36, ou um seu fragmento de imunoglobulina
imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno, € a cadeia leve
compreende uma seqiiéncia de aminoacidos como apresentada na SEQ ID
NO: 40, ou um seu fragmento de imunoglobulina imunologicamente
funcional ou de ligacdo a antigeno.

A inven¢do também proporciona concretizagdes de todos os
previamente indicados que s3o anticorpos de cadeia simples, anticorpos Fv de
cadeia simples, anticorpos Fab anticorpos, anticorpos Fab' e anticorpos
(Fab"),.

Em aspectos particulares, a invengdo proporciona uma cadeia
leve compreendendo uma seqii€éncia de aminodcidos como apresentada em
qualquer uma de SEQ ID NO: 38 ou SEQ ID NO: 40, ou um seu fragmento
de imunoglobulina imunologicamente funcional ou de ligagéo a antigeno.

Adicionalmente, a inven¢do proporciona uma cadeia pesada
compreendendo uma seqii€éncia de aminoacidos como apresentada em
qualquer uma de SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 26, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34
ou SEQ ID NO: 36, ou um seu fragmento de imunoglobulina
imunologicamente funcional ou de ligagdo a antigeno.

A invengdo também refere-se a anticorpos humanos isolados
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que se ligam especificamente a IL-1R1, sendo que o anticorpo compreende:
(a) regides de estrutura de cadeia pesada humana, uma regido de CDR1 de
cadeia pesada humana, uma regido de CDR2 de cadeia pesada humana, € uma
regido de CDR3 de cadeia pesada humana; e (b) regides de estrutura de cadeia
leve humana, uma regiio de CDR1 de cadeia leve humana, uma regido de
CDR2 de cadeia leve humana, ¢ uma regido de CDR3 de cadeia leve humana.
Em determinados aspectos, a regido de CDR1 de cadeia pesada humana pode
ser a regido de CDR1 de cadeia pesada de 26F5, 27F2, ou 15C4 como
mostrado na Figura 10 e a regido de CDRI1 de cadeia leve humana pode ser a
regido de CDRI1 de cadeia leve de 26F5, 27F2, ou 15C4 como mostrado na
Figura 11. Em outros aspectos, a regido de CDR2 de cadeia leve humana pode
ser a regido de CDR2 de cadeia pesada de 26F5, 27F2, ou 15C4 como
mostrado na Figura 10 e a regido de CDR2 de cadeia leve humana pode ser a
regiio de CDR2 de cadeia leve de 26F5, 27F2, ou 15C4 como mostrado na
Figura 11. Em outros aspectos adicionais, a regido de CDR3 de cadeia leve
humana ¢ a regido de CDR3 de cadeia pesada de 26F5, 27F2, ou 15C4 como
mostrado na Figura 10, e a regido de CDR3 de cadeia leve humana € a regido
de CDR3 de cadeia leve de 26F5, 27F2, ou 15C4 como mostrado na Figura
11.

Adicionalmente, a inveng¢&o proporciona um anticorpo humano
isolado que se liga especificamente a receptor tipo 1 de interleucina-1 (IL-
1R1), compreendendo: uma regifio de CDR1 de cadeia pesada humana, sendo
que o CDRI1 de cadeia pesada apresenta a seqiiéncia de aminoécidos de SEQ
ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, ou SEQ ID NO: 63; uma regido de CDR2 de
cadeia pesada humana, sendo que o CDR2 de cadeia pesada apresenta a
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, ou SEQ ID
NO: 66; e/ou uma regido de CDR3 de cadeia pesada humana, sendo que o
CDR3 de cadeia pesada apresenta a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 67, SEQ ID NO: 68, ou SEQ ID NO: 69.

!
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A invengdo também proporciona um anticorpo humano isolado
que se liga especificamente a receptor tipo 1 de interleucina-1 (IL-1R1),
compreendendo: uma regido de CDR1 de cadeia leve humana, sendo que o
CDRI de cadeia leve apresenta a seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
70 ou SEQ ID NO: 71; uma regido de CDR2 de cadeia pesada humana, sendo
que o CDR2 de cadeia pesada apresenta a aminoacidos de SEQ ID NO: 72 ou
SEQ ID NO: 73; e/ou uma regido de CDR3 de cadeia pesada humana, sendo
que o CDR3 de cadeia pesada apresenta a seqii€éncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 74 ou SEQ ID NO: 75.

Em determinadas concretizagdes, os anticorpos da invengao
ligam-se ao terceiro dominio de IL-1R1, que ¢ mostrado na Figura 17. De
preferéncia, o epitopo para um anticorpo da invengdo consiste da seqiiéncia de
aminoacidos YSV, que ¢ referida aqui como Epitopo 4 e mostrada na Figura
24. A invengdo refere-se a proteinas de fusdo e outras moléculas capazes de
ligar-se ao Epitopo 4 (juntamente com os anticorpos previamente indicados,
referidos coletivamente aqui como "parceiros de ligagdo especifica"), como
podem ser preparadas utilizando-se métodos como descritos, por exemplo, no
WO 00/24782, que ¢ incorporado por referéncia. Referidas moléculas podem
ser expressas, por exemplo, em células mamiferas (por exemplo células de
ovarios de hamster chinés [CHO]) ou células bacterianas (por exemplo células
de E. coli).

Além disso, a invengdo proporciona um método de
mapeamento de epitopo de um antigeno selecionado. Em um aspecto, o
método compreende as etapas de (a) gerando um conjunto de proteinas de
fusdo, sendo que cada proteina de fusdo compreende (i) avidina e (ii) um
fragmento do antigeno; (b) selecionar o conjunto de proteinas de fusdo para
ligagdo a um ou mais parceiros de ligacdo especifica para o antigeno; (c)
isolar as proteinas de fusdo em um meio compreendendo biotina, sendo que

desta forma a avidina liga-se a biotina; e (d) analisar as proteinas de fusio
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ligadas por meio do parceiro ou dos parceiros de ligagdo especifica de forma a
analisar sitios de ligagdo no antigeno para o parceiro ou parceiros de ligagdo
especifica. Em um aspecto particular, os parceiros de ligagdo especifica sdo
anticorpos.

Em concretizacdes adicionais, a invengdo proporciona
métodos de tratar um distirbio, condi¢do ou doenga mediada com IL-1,
compreendendo a etapa de administrar, a um individuo que disto necessita,
uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um ou de uma pluralidade de
anticorpos monoclonais da invengdo ou um seu fragmento de imunoglobulina
imunologicamente funcional ou de liga¢ao a antigeno.

A invengdo também proporciona métodos de detectar o nivel
de IL-1R1 em uma amostra bioldgica, compreendendo a etapa de contactar a
amostra com um seu anticorpo monoclonal da invencdo ou fragmento de
ligagdo de antigeno. Os anticorpos anti-IL-1R da invengdo podem ser
empregados em qualquer método de ensaio conhecido, como ensaios de
ligacdo competitiva, ensaios de sandwich direto e indireto, ensaios de
imunoprecipitagdo e ensaios imunoabsorventes ligados a enzima (ELISA)

(ver, Sola, 1987, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-

158, CRC Press, Inc.) para a detec¢do e quantificagio de IL-1R. Os anticorpos
podem ligar-se a IL-1R com uma afinidade que ¢ apropriada para o método de
ensaio empregado.

Concretizagoes especificas preferidas da invengao tornar-se-do
evidentes a partir da descri¢do mais detalhada de determinadas concretizagdes
preferidas, apresentadas a seguir, € das reivindicagdes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figuras 1A-1B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 1A)
codificando uma regido constante de IgG1 de cadeia pesada do anticorpo anti-
IL-1R1 humano (SEQ ID NO: 1) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 1B) de

uma regido constante de IgGl de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1
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humano (SEQ ID NO: 2).

Figuras 2A-2B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 2A)
codificando uma regido constante de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1
humano (SEQ ID NO: 3) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 2B) de uma
regido constante de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1 humano (SEQ ID
NO: 4).

Figuras 3A-3B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 3A)
codificando uma regifo constante de IgG2 de cadeia pesada do anticorpo anti-
IL-1R1 humano (SEQ ID NO: 5) e a seqii€éncia de aminoacidos (Fig. 3B) de
uma regido constante de IgG2 de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1
humano (SEQ ID NO: 6).

Figuras 4A-4B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 4A)
codificando uma regido constante de IgG4 de cadeia pesada do anticorpo anti-
IL-1R1 humano (SEQ ID NO: 7) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 4B) de
uma regido constante de IgG4 de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1
humano (SEQ ID NO: 8).

Figuras 5A-5B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 5A)
codificando a regido variavel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1 de
26F5 (SEQ ID NO: 9) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 5B) da regido
variavel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1 de 26F5 (SEQ ID NO:
10).

Figuras 6A-6B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 6A)
codificando a regido variavel de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1 de
26F5 (SEQ ID NO: 11) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 6B) de uma regido
variavel de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1 de 26F5 (SEQ ID NO: 12).

Figuras 7A-7B ilustram uma seqiiéncia de cDNA (Fig. 7A)
codificando a regido variavel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1 de
27F2 (SEQ ID NO: 13) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 7B) de uma regido
variavel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1 de 27F2 (SEQ ID NO:
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Figuras 8A-8B ilustram uma seqii€ncia de ¢cDNA (Fig. 8A)
codificando a regido variavel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL-1R1 de
15C4 (SEQ ID NO: 15) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 8B) de uma
regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo anti-IL.-1R1 de 15C4 (SEQ ID
NO: 16).

Figuras 9A-9B ilustram uma seqiiéncia de ¢cDNA (Fig. 9A)
codificando a regido varidavel de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1 de
15C4 (SEQ ID NO: 17) e a seqiiéncia de aminoacidos (Fig. 9B) de uma
regido variavel de cadeia kappa do anticorpo anti-IL-1R1 de 15C4 (SEQ ID
NO: 18).

Figura 10 mostra um alinhamento de seqiiéncias de
aminoicidos de cadeias pesadas de anticorpos anti-IL-1R1 denominados
15C4 (SEQ ID NO: 80), 27F2 (SEQ ID NO: 82), e 26F5 (SEQ ID NO: 84).
As regides determinadoras de complementaridade (CDRs) encontram-se
sublinhadas. CDRI1 para 26F5 é denominada SEQ ID NO: 61; para 27F2 ¢
denominada SEQ ID NO: 62; para 15C4 é denominada SEQ ID NO: 63,
CDR2 para 26F5 € denominada SEQ ID NO: 64; para 27F2 é denominada
SEQ ID NO: 65; para 15C4 € denominada SEQ ID NO: 66. CDR1 para 26F5
¢ denominada SEQ ID NO: 67; para 27F2 ¢ denominada SEQ ID NO: 68;
para 15C4 € denominada SEQ ID NO: 69.

Figura 11 mostra um alinhamento de seqiiéncias de
aminoicidos de cadeias pesadas de anticorpos anti-H, R1-y denominados
15C4 (SEQ ID NO: 81), 27F2 (SEQ ID NO: 83), e 26F5 (SEQ ID NO: 84).
CDR1 para 26F5/27F2 ¢ denominada SEQ ID NO: 70; para 15C4 ¢
denominada SEQ ID NO: 71, CDR2 para 26F5/27F2 é denominada SEQ ID
NO: 72; para 15C4 € denominada SEQ ID NO: 73, CDRI para 26F5/27F2 ¢
denominada SEQ ID NO: 74; para 15C4 € denominada SEQ ID NO: 75.

Figura 12 € um gréafico que ilustra o efeito inibidor de

anticorpos anti-IL-1R1 sobre a formacdo de complexo IL-1R/IL-1B/IL-
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Figura 13 é um grafico que mostra o efeito inibidor de um
anticorpo monoclonal anti-IL-1R1 como descrito aqui ¢ denominado 15C4 na
formagdo de complexo IL-1R/IL-10/IL-1RacP.

Figura 14 é um grafico que representa a capacidade de
anticorpos anti-IL-1R1 bloquearem a ligagdo de IL-13 embora sem
interferirem significativamente com a ligag3o de IL-1ra em compara¢do com
IgG de controle.

Figura 15A é um grafico que mostra inibi¢do da produg¢do de
IL-6 em condrdcitos humanos primarios por meio de anticorpos anti-IL-1R1
identificados aqui € denominados 15C4, 26F5, e 27F2 em comparagdo com
IL-1ra.

Figura 15B é um grafico que mostra inibi¢do da produgdo de
IL-6 em condrécitos humanos primarios por meio de IL-1ra e anticorpos
monoclonais 15C4 ¢ 27F2 em comparagdo com a classe de anticorpos
monoclonais representados por 10H7 e 24E12.

Figura 16 é um grafico que mostra inibigdo da produgao de IL-
6 em sangue integral humano por meio de anticorpos monoclonais anti-IL-
1R1 denominados 15C4, 26F5, e 27F2 em comparagdo com IL-1ra.

Figura 17 ilustra seqiiéncias de aminoéacidos (SEQ ID NO: 76)
e nucleotideos (SEQ ID NO: 77) humanos e seqiiéncias de nucleotideos de
rato (SEQ ID NO: 78) e seqiiéncias de amino4cidos (SEQ ID NO: 79) do 3°
dominio de IL-1R1. As barras numeradas acima da seqiiéncia humana
indicam os 15 sitios diferentes mutados para construgdo das 15 diferentes
proteinas mutadas. Os radicais de rato introduzidos por mutagdo encontram-se
listados abaixo da seqii€ncia de acido nucleico de rato.

Figura 18 mostra andlise de Western blot demonstrando

reconhecimento de anticorpos monoclonais anti-IL-1R1 de mutantes de IL-
IR1.
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Figura 19 é um desenho que representa (I) ativacdo da
sinalizacdo da via IL-1, que inicia com ligagdo de IL-18 a IL-1R1, e
recrutamento de IL-1RacP, e trés classes de anticorpos anti-IL-1R1: (II)
bloqueadores de IL-1 de epitopo de 3° dominio, (III) bloqueadores de RAcP
de epitopo de 3° dominio, e (IV) bloqueadores de IL-1 de epitopo de 1°/2°
dominio.

Figura 20 ilustra a estrutura cristalina de 15C4 e 27F2 com
muta¢do 10 como descrito aqui. Os radicais cinzas indicam os epitopos de
15C4 e 27F2.

Figura 21 ilustra os epitopos de 15C4 no terceiro dominio de
IL-1R1 extracelular.

Figura 22 ilustra epitopos de 24E12 no terceiro dominio de IL-
1R1 extracelular.

Figura 23 ilustra a seqiiéncia de aminoacidos (SEQ ID NO:
59)da proteina quimérica avidina-IL-1R1 humano-FLAG da invengo.

Figura 24 ilustra a seqiiéncia de aminoacidos (SEQ ID NO:
60) de uma proteina avidina-IL-1R1 cynomolgus-FLAG. A avididina de
galinha recombinante (italizada) ¢ conjugada ao dominio extracelular maduro
de IL-1R1 cynomolgus (sublinhado, com marcador FLA C-terminal em
negrito) por um ligando de 6 aminoacidos. Quatro aminoacidos de IL-1R1
humano que foram introduzidos sozinhos € em combinag¢do na seqiiéncia
cynomolgus encontram-se em negrito sob a seqiiéncia cynomolgus. Epitopo 4
esta em negrito, italizado e sublinhado.

Figura 25A mostra uma analise de Western blot de ligagdo de
anticorpo anti-IL1-R1 humano (anti-hulL1-R1) a IL-1R1. O * indica que se
utilizou anticorpos a 5 pg/ml, enquanto que no restante se utilizou anticorpos
al pg/ml.

Figura 25B mostra um sumdrio da andlise densitométrica de

um conjunto em duplicata de experimentos de Western blot.
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Figura 26 mostra graficos representando a ligacdo de
anticorpos anti-hulL1R1 a proteinas de avidina IL-1R1-FLAG em um ensaio
de ligagdo baseado em pérolas multiplexadas.

DESCRICAO DETALHADA DE DETERMINADAS
CONCRETIZACOES PREFERIDAS

Os cabegalhos de se¢des aqui utilizados sdo apenas para fins
organizacionais € ndo devem ser interpretados como limitando o objeto em
pauta descrito. Todas as referéncias indicadas neste pedido sdo incorporadas
aqui expressamente por referéncia, para qualquer fins.

Defini¢des

Uma doenga ou condigdo clinica é considerada como sendo
uma "doenga mediada com interleucina-1 (IL-1)" se a condi¢do médica ou
doenga naturalmente ocorrente ou induzida experimentalmente estiver
associada com niveis elevados de IL-1 em tecidos ou fluidos corporais ou se
células ou tecidos coletados do corpo produzirem niveis elevados de IL-1 em
cultura. Niveis elevados de IL-1 podem incluir, por exemplo, niveis que
excedem aqueles normalmente encontrados em uma célula ou tecido
particular, ou podem ser qualquer nivel detectavel de IL-1 em uma célula ou
tecido que normalmente ndo expressa IL-1. Em muitos casos, doencas
mediadas com IL-1 também s3o reconhecidas pelas duas condi¢des adicionais
a seguir: (1) verificagdes patolégicas associadas com a doenca ou condigdo
clinica podem ser emuladas experimentalmente em animais por meio de
administracdo de IL-1 ou regulacdo-para-cima da expressdo de IL-1; e (2)
uma patologia induzida em modelos animais experimentais da doenga ou
condi¢do clinica pode ser inibida ou eliminada por meio de tratamento com
agentes que inibem a a¢do da IL-1. Na maior parte das doengas mediadas com
IL-1 pelo menos duas das trés condi¢des sdo atendidas, € em muitas doengas

mediadas com IL-1 todas as condi¢des sdo atendidas.

Uma lista nZ3o-exclusiva de doengas agudas e cronicas
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mediadas com IL-1 inclui, embora sem limitagdo, as seguintes: pancreatite
aguda; amielolaterosclerose (ALS); doenga de Alzheimer; caquexia/anorexia,
incluindo caquexia induzida por AIDS; asma e outras doengas pulmonares;
aterosclerose; vasculite autoimune; sindrome da fadiga crénica; doengas
associadas com Clostridium, incluindo diarréia associada com Clostridium;
condi¢des corondrias e indicag¢Bes, incluindo falha cardiaca congestiva,
restenose corondria, infarto do miocardio, disfun¢do do miocardio (por
exemplo, relacionada com sepse), e enxerto de desvio da artéria coronaria,
cancer, como mieloma multiplo e mielégeno (por exemplo, AML ou CML) e
outras leucemias, e também metastase de tumor; diabetes (por exemplo,
diabetes dependente de insulina); endometriose; febre; fibromialgia;
glomerulonefrite; doenga do enxerto versus hospedeiro/rejeicio de
transplante; choque hemorragico; hiperalgesia; doenga do intestino
inflamatdrio; condi¢des inflamatdérias de uma junta, incluindo osteoartrite,
artrite psoridtica e artrite reumatdide; doenga inflamatoéria do olho, como a
que pode estar associada com, por exemplo, transplante da cérnea; isquemia,
incluindo isquemia cerebral (por exemplo, lesdo do cérebro como um
resultado de trauma, epilepsia, hemorragia ou ataque [AVC], sendo que cada
um destes pode levar a neurodegeneragdo); doenca de Kawasaki; dificuldade
de aprendizado; doengas do pulmio (por exemplo, ARDS); esclerose
multipla; miopatias (por exemplo, metabolismo da proteina muscular,
particularmente na sepse); neurotoxicidade (por exemplo, como induzida por
HIV); osteoporose; dor, incluindo dor relacionada com cancer; doenga de
Parkinson; doenca periodontal; trabalho de pré-parto; psoriase; lesdo de
reperfusio; choque séptico; efeitos secundarios de terapia de radiagdo; doenga
da junta mandibular temporal; distirbio do sono; uveite; ou uma condigdo
inflamatdria resultante de esforgo excessivo, distensdo, dano a cartilagem,
trauma, cirurgia ortopédica, infec¢do ou outros processos de doengas.

Métodos da inveng¢do de tratar estas doengas agudas e cronicas mediadas com
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IL-1, e também outras doengas e condi¢cdes mediadas com IL-1 encontram-se
descritas abaixo.

E possivel utilizar técnicas convencionais para preparar DNA
recombinante, realizar sintese de oligonucleotideos, e praticar cultura e
transformagdo de tecido (por exemplo, eletroporagdo, transfecgdo ou
lipofecgdo). E possivel realizar rea¢des enzimaticas e técnicas de purificagdo
de acordo com as instrugdes dos fabricantes ou como usualmente realizado na
técnica, ou como descrito aqui. As técnicas e procedimentos previamente
indicados podem ser realizados geralmente de acordo com métodos
convencionais bem conhecidos na técnica € como descrito em varias
referéncias gerais e mais especificas que s3io indicadas e discutidas na
presente descri¢do. Ver, por exemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3* ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., que € incorporada aqui por referéncia para
qualquer finalidade. A n3o ser que sejam proporcionadas definigdes
especificas, a nomenclatura utilizada em conex&o com, € os procedimentos €
técnicas de laboratério de, a quimica analitica, quimica organica sintética, €
quimica medicinal e farmacéutica aqui descritas sdo aquelas bem conhecidas
e comumente usadas na técnica. E possivel empregar técnicas convencionais
para sinteses quimicas, andlises quimicas, preparagdo farmacéutica,
formulag3o e fornecimento, e tratamento de pacientes.

Como utilizados de acordo com a presente descri¢do, € exceto
se indicado de outra forma, os termos a seguir devem ser compreendidos
como apresentando os significados a seguir:

O termo '"polinucleotideo isolado" significa que o
polinucleotideo em pauta, (1) ndo estad associado (covalentemente ou néo-
covalentemente) com todos ou com uma porgdo de outros polinucleotideos
com o0s quais o polinucleotideo em pauta estd associado na natureza, (2) estd

associado com uma molécula com a qual ndo esta associada na natureza, ou
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(3) ndo ocorre na natureza de forma associada com quaisquer outros
polinucleotideos. Um polinucleotideo isolado do tipo referido pode ser DNA
gendmico, cDNA, mRNA ou outro RNA, de origem sintética, ou qualquer
combina¢do dos mesmos.

O termo "proteina isolada" referido aqui significa que uma
proteina em pauta (1) esta isenta de pelo menos algumas outras proteinas com
as quais normalmente seria encontrada, (2) estd essencialmente isenta de
outras proteinas da mesma fonte, por exemplo, da mesma espécie, (3) €
expressa por uma célula de uma espécie diferente, (4) foi separada de pelo
menos cerca de 50 porcento de polinucleotideos, lipideos, carboidratos, ou
outros materiais com os quais estd associada na natureza, (5) ndo estd
associada (por meio de interagdo covalente ou ndo-covalente) com por¢des de
uma proteina com as quais a "proteina isolada" estd associada na natureza, (6)
esta associada de forma operacional (por meio de interagdo covalente ou nio-
covalente) com um polipeptideo com o qual ndo est4d associada na natureza,
ou (7) ndo ocorre na natureza. DNA gendmico, cDNA, mRNA ou outro RNA,
de origem sintética, ou qualquer combinagdo dos mesmos pode codificar uma
proteina isolada do tipo referido. De preferéncia, a proteina isolada €
substancialmente isenta de proteinas ou polipeptideos ou outros
contaminantes que s3o encontrados em seu ambiente natural que poderiam
interferir com sua pesquisa terapéutica, diagndstica, profilatica, ou outra
utilizagio.

Os termos "polipeptideo” ou "proteina" significam uma ou
mais cadeias de aminoacidos, sendo que cada cadeia compreende
aminoécidos ligados covalentemente por ligagdes de peptideos, € sendo que
referido polipeptideo ou proteina pode compreender uma pluralidade de
cadeias ligadas ndo-covalentemente e/ou covalentemente em conjunto por
meio de ligagdes de peptideos, apresentando a seqiiéncia de proteinas nativas,

ou seja, proteinas produzidas por células naturalmente ocorrentes €
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especificamente  ndo-recombinantes, ou células recombinantes ou
geneticamente modificadas, ¢ compreendem moléculas apresentando a
seqiiéncia de aminoacidos da proteina nativa, ou moléculas apresentando
delegdes, adig¢Ges, e/ou substituigdes de um ou mais aminoacidos da seqiiéncia
nativa. Os termos "polipeptideo" e "proteina" abrangem especificamente
anticorpos anti-IL1-R1, ou seqii€ncias que apresentam delecdes, adigdes, e/ou
substitui¢des de um ou mais aminoacidos de um anticorpo anti-ILR-1RI.
Assim, um "polipeptideo" ou uma "proteina" pode compreender uma cadeia
de aminoacidos (denominado "um mondémero") ou uma pluralidade
(denominado "um multimero").

O termo "fragmento de polipeptideo" refere-se a um
polipeptideo, que pode ser monomérico ou multimérico, que apresenta uma
delegdo amino-terminal, uma dele¢do carbdxi-terminal, e/ou uma delegdo
interna ou substituicdo de um polipeptideo naturalmente ocorrente ou
produzido recombinantemente. Em determinadas concretizagbes, um
fragmento de polipeptideo pode compreender uma cadeia de aminoacidos
com um comprimento de pelo menos de 5 a cerca de 500 aminodacidos. Deve-
se considerar que em determinadas concretizagdes, fragmentos tém
comprimentos de pelo menos 5, 6, 8, 10, 14, 20, 50, 70, 100, 110, 150, 200,
250, 300, 350, 400, ou 450 aminoacidos. Fragmentos de polipeptideo
particularmente uteis incluem dominios funcionais, incluindo dominios de
ligagdo. No caso de um anticorpo anti-IL1-R1, fragmentos tteis incluem,
embora sem limitagdo: uma regido de CDR, particularmente uma regido de
CDR3 da cadeia pesada ou leve; um dominio variavel de uma cadeia pesada
ou leve; uma porgdo de uma cadeia de anticorpo ou apenas sua regido variavel
incluindo duas CDRs; e analogos.

O termo "fragmento de imunoglobulina imunologicamente
funcional" como usado aqui refere-se a um fragmento de polipeptideo que

contém pelo menos os dominios varidveis das cadeias pesada e leve de
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imunoglobulina. Um fragmento de imunoglobulina imunologicamente

funcional da inveng#o € capaz de ligar-se a um ligando, prevenindo a ligacdo
do ligando a seu receptor, interrompendo a resposta bioldgica resultante da
ligagdo do ligando com o receptor, ou qualquer combinagdo dos mesmos. De
preferéncia, um fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional da
invengdo liga-se particularmente a IL-1R1.

Os termos "naturalmente ocorrente" e "nativo" significam que
os materiais biologicos (moléculas, seqiiéncias, complexos de proteina,
c€lulas, e andlogos) aos quais os termos s3o aplicados podem ser encontrados
na natureza € nido s3o manipulados pelo Homem. Por exemplo, um
polipeptideo ou seqliéncia de polinucleotideos que estd presente em um
organismo (incluindo virus) que pode ser isolado de uma fonte na natureza e
que ndo foi modificado intencionalmente pelo Homem ¢ naturalmente
ocorrente. Da mesma forma, os termos "ndo-naturalmente ocorrente" ou "ndo-
nativo" referem-se a um material que néo é encontrado na natureza ou que foi
modificado estruturalmente ou sintetizado pelo Homem.

O termo "ligado operacionalmente" significa que os
componentes aos quais o termo ¢ aplicado encontram-se numa relagdo que
permite aos mesmos realizarem suas fun¢Bes inerentes em condig¢Bes
adequadas. Por exemplo, uma seqiiéncia de controle "ligada
operacionalmente" a uma seqii€éncia que codifica proteina é ligada a mesma
de tal forma que a expressdo da seqiiéncia codificante de proteina é obtida em
condi¢Ges compativeis com a atividade transcricional das seqiiéncias de
controle.

O termo "seqiiéncia de controle" significa que a seqiiéncia de
polinucleotideo em pauta pode efetuar expressio e processamento de
seqliéncias codificantes as quais € ligada. A natureza de referidas seqiiéncias
de controle podem depender do organismo hospedeiro. Em concretizagdes

particulares, seqii€ncias de controle para procariontes podem incluir um



®

15

20

25

24 e d el a0

promotor, sitio de ligagdo ribossdmica, e seqiiéncia de terminagdo de
transcri¢do. Em outras concretizagles particulares, seqiiéncias de controle
para eucariontes podem incluir promotores compreendendo um ou varios
sitios de reconhecimento para fatores de transcri¢do, seqiiéncias acentuadoras
de transcri¢do, e seqiiéncia de terminagdo de transcri¢do. Em determinadas
concretizagdes, "seqii€ncias de controle" podem incluir seqiiéncias lider e/ou
seqliéncias de parceiro de fusio.

O termo "polinucleotideo" significa polimeros de &cido
nucleico de filamento simples ou de filamento duplo com comprimento de
pelo menos 10 bases. Em determinadas concretizagdes, os nucleotideos
compreendendo o polinucleotideo podem ser ribonucleotideos ou
desoxirribonucleotideos ou uma forma modificada de qualquer destes tipos de
nucleotideo. Referidas modifica¢gdes incluem modificagées de base, como
derivados de bromouridina e inosina, modifica¢des de ribose, como 2'3'-
didesoxirribose, e modificagdes de ligagdo inter-nucleotideo, como
fosforotioato,  fosforoditioato, fosforosselenoato, fosforodisselenoato,
fosforoanilotioato, fosforaniladato e fosforoamidato. O termo inclui formas de
DNA de filamento simples e duplo.

O termo "oligonucleotideo" significa um polinucleotideo
compreendendo um comprimento de 200 bases ou menos. Em concretizagdes
preferidas, oligonucleotideos tém comprimentos de 10 um 60 bases. Em
concretizagdes mais preferidas, oligonucleotideos tém comprimentos de 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou de 20 a 40 bases. Oligonucleotideos podem ser
de filamento simples ou de filamento duplo, por exemplo, para uso na
constru¢do de um gene mutante. Oligonucleotideos da invengdo podem ser
oligonucleotideos senso ou anti-senso.

O termo '"nucleotideos naturalmente ocorrentes" inclui
desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos. O termo "nucleotideos

modificados" inclui nucleotideos com grupos agucar modificados ou
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substituidos ou bases modificadas ou substituidas. O termo "ligagdes de

oligonucleotideos" inclui ligagdes, como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforosselenoato, fosforodisselenoato, fosforoanilotioato, fosforoanilidato,
fosforoamidato, e analogos. Ver, por exemplo, LaPlanche et al. (1986), Nucl.
Acids Res. 14:9081; Stec et al. (1984), J. Am. Chem. Soc. 106:6077; Stein et
al. (1988), Nucl. Acids Res. 16:3209; Zon et al. (1991), Anti-Cancer Drug
Design 6:539; Zon et al. (1991), Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, ed.), Oxford University Press, Oxford
England; Stec ef al., U.S. Pat. No. 5,151,510; Uhlmann e Peyman - (1990),
Chemical Reviews 90:543, sendo que as respectivas divulgacdes sio
incorporadas aqui por referéncia para qualquer fim. Um oligonucleotideo da
invengdo pode incluir um marcador, incluindo um réadio-marcador, um
marcador fluorescente, um hapteno ou um marcador antigénico, para ensaios
de detecgao.

O termo "vetor" significa qualquer molécula (por exemplo,
acido nucleico, plasmideo, ou virus) usada para transferir informagdo
codificante para uma célula hospedeira.

O termo "vetor de expressdo" ou "vetor de expressdo" refere-
se a um vetor que é adequado para transformagio de uma célula hospedeira e
que contém seqiiéncias de acido nucleico que dirigem e/ou controlam (em
conjunto com a célula hospedeira) a expressdo de uma ou mais regides
codificantes heterdlogas ligadas operacionalmente a isto. Uma construgdo de
expressdo pode incluir, embora sem limitagdo, seqiiéncias que afetam ou
controlam transcri¢do, tradugfio, e recomposi¢do de RNA, caso estejam
presentes introns, de uma regifo codificante ligada operacionalmente a isto.

O termo "célula hospedeira" significa uma célula que foi
transformada, ou que pode de ser transformada, com uma seqii€éncia de acido
nucleico e, com isso, expressa um gene de interesse selecionado. O termo

inclui a progénie da célula parental, quer a progénie seja idéntica, no que se

o
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refere & morfologia ou a constituicdo genética, a célula parental original,
desde que o gene selecionado esteja presente.

O termo "transdugd@o" significa a transferéncia de genes de
uma bactéria para outra, usualmente por fago. "Transdugdo" refere-se também
a aquisicdo e transferéncia de seqii€ncias celulares eucarioticas por retrovirus.

O termo "transfecc¢do" significa a captagdo de DNA estranho
ou exdgeno por uma célula, e diz-se que uma célula foi "transfectada" quando
o DNA exodgeno foi introduzido no interior da membrana da célula. Diversas
técnicas de transfec¢do sdo bem conhecidas na técnica € sdo divulgadas aqui.
Ver, por exemplo, Graham et al., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al.,
2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Id.; Davis ef al., 1986, Basic
Methods in Molecular Biology, Elsevier; e Chu et al., 1981, Gene 13:197. E
possivel utilizar técnicas do tipo referido para introduzir uma ou mais porcdes
de DNA exdgenas em células hospedeiras adequadas.

O termo '"transformacdo" refere-se a uma alteragdo das
caracteristicas genéticas da célula, e [diz-se que] uma célula foi transformada
quando foi modificada de forma a conter DNA novo. Por exemplo, [diz-se
que] uma célula ¢é transformada quando ¢ modificada geneticamente de seu
estado nativo por meio de transfecg¢do, transdugdo, ou outras té€cnicas. Apds
transfec¢do ou transducdo, o DNA de transformag¢do pode recombinar com
aquele da célula por meio de integragdo fisica em um cromossoma da célula,
ou pode ser mantido transientemente como um elemento epissOmico sem ser
replicado, ou pode replicar-se independentemente como um plasmideo.
Considera-se que uma célula foi "transformada de forma estavel" quando o
DNA de transformag@o ¢ replicado com a divisdo da célula.

O termo "antigeno" refere-se a uma molécula ou a uma porg¢do
de uma molécula capaz de ligar-se por meio de um agente de ligacdo seletiva,
como um anticorpo, € que também pode ser usada em um animal para

produzir anticorpos capazes de ligarem-se a um epitopo daquele antigeno. Um




®

15

20

25

27

(XXX R RJ
0000
S0

(X X B4
ode e
seoee
*
*e o0
e e
e &

L] [ ] *

antigeno pode apresentar um ou mais epitopos.

O termo '"epitopo" inclui qualquer determinante,
preferivelmente um determinante de polipeptideo, capaz de ligagéo especifica
com uma imunoglobulina ou receptor de célula T. Em determinadas
concretizagdes, determinantes de epitopos incluem grupamentos de moléculas
com superficie quimicamente ativa, como aminoacidos, cadeias laterais de
agucar, fosforila, ou sulfonila, e, em determinadas concretizagdes, podem
apresentar caracteristicas estruturais tridimensionais especificas, e/ou
caracteristicas de carga especificas. Um epitopo € uma regido de um antigeno
que € ligada por um anticorpo. Em determinadas concretizagdes, diz-se que
um anticorpo liga-se especificamente a um antigeno quando o mesmo
reconhece, de forma preferivel, seu antigeno-alvo em uma mistura complexa
de proteinas e/ou macromoléculas. Em concretizagdes preferidas, diz-se que
um anticorpo liga-se especificamente a um antigeno quando a constante de
dissociagdo € inferior ou igual a cerca de 10 nM, mais preferivelmente quando
a constante de dissociagdo € inferior ou igual a cerca de 100 pM, e, da forma
mais preferivel, quando a constante de dissociagdo € inferior ou igual a cerca
de 10 PM.

O termo "identidade" refere-se a uma relagdo entre as
seqiiéncias de duas ou mais moléculas de polipeptideo ou duas ou mais
moléculas de acido nucleico, conforme determinado comparando-se as
seqiiéncias dos mesmos. Na técnica, "identidade" também significa o grau de
parentesco de seqii€ncias entre polipeptideos ou moléculas de acido nucleico,
conforme o caso, conforme determinado pela equiparagdo entre seqii€éncias de
dois ou mais nucleotideos ou dois ou mais aminoacidos. "Identidade" mede o
percentual de equiparagdes idénticas entre as menores de duas ou mais
seqiiéncias com alinhamentos de gap (se houver) tratado com um modelo
matematico programa de computador particular (isto €, "algoritmos").

O termo "similaridade" €é usado na técnica com relagdo a um
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conceito relacionado; no entanto, em contraste com "identidade",
"similaridade" refere-se a uma medida de parentesco que inclui equiparagdes
idénticas e também equiparagdes conservativas. Se duas seqii€ncias de
polipeptideos apresentarem, por exemplo, 10/20 aminoécidos idénticos, € 0
restante constituir-se de substitui¢des ndo-conservativas, entdo os percentuais
de identidade e de similaridade seriam, ambos, de 50 %. Se, no mesmo
exemplo, houver cinco posi¢des adicionais onde ha substituigdes
conservativas, entdo o percentual de identidade permanece em 50 %, porém o
percentual de similaridade seria de 75 % (15/20). Portanto, em casos em que
hd substitui¢des conservativas, o percentual de similaridade entre dois
polipeptideos serd maior do que o percentual de identidade entre aqueles dois
polipeptideos.

Identidade e similaridade de polipeptideos e &cidos nucleicos
relacionados podem ser facilmente calculados por meio de métodos
conhecidos. Referidos métodos incluem, embora sem limitagdo, aqueles
descritos em Computational Molecular Biology, (Lesk, A.M., ed.), 1988,
Oxford University Press, New York; Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, (Smith, D.W., ed.), 1993, Academic Press, New York; Computer
Analysis of Sequence Data, Parte 1, (Griffin, A.M., e Griffin, H.G., eds.),
1994, Humana Press, New Jersey; von Heinje, G., Sequence Analysis in
Molecular Biology, 1987, Academic Press; Sequence Analysis Iniciador,
(Gribskov, M. e Devereux, J., eds.), 1991, M. Stockton Press, New York;
Carillo et al., 1988, SIAM J. Applied Math. 48:1073; e Durbin et al., 1998,
Biological Sequence Analysis, Cambridge University Press.

Me¢étodos preferidos para determinar identidade s3o projetados
para proporcionar a maior equiparagéo entre as seqiiéncias testadas. Métodos
para determinar identidade encontram-se descritos em programas de
computador publicamente disponiveis. Métodos preferidos de programa de

computador para determinar identidade entre duas seqli€ncias incluem,
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embora sem limitacdo, o pacote de programas GCG, que inclui GAP
(Devereux et al., 1984, Nucl. Acid. Res. 12:387; Genetics Computer Group,
University of Wisconsin, Madison, WI), BLASTP, BLASTN, e FASTA
(Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410). O programa BLASTX ¢
publicamente obtenivel junto ao National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e outras fontes (BLAST Manual, Altschul et al.
NCB/NIL/NM Bethesda, MD 20894; Altschul et al., 1990, supra). O bem
conhecido algoritmo de Smith Waterman também pode ser usado para
determinar identidade.

Determinados esquemas de alinhamento para alinhar duas
seqiiéncias de aminoacidos podem resultar em equiparacdo de apenas uma
pequena regido das duas seqiiéncias, € esta pequena regido alinhada pode
apresentar identidade de seqii€ncia muito acentuada embora nédo haja relagdo
significativa entre as duas seqii€éncias de comprimento pleno. Assim, em
determinadas concretizagdes, o método de alinhamento selecionado
(programa GAP) resultarda em um alinhamento que abrange pelo menos 50
aminoacidos contiguos do polipeptideo-alvo.

Por exemplo, utilizando o algoritmo de computador GAP
(Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI), dois
polipeptideos para os quais se pretende determinar o percentual de identidade
de seqiiéncias sdo alinhados para a equiparagdo 6tima de seus aminoacidos
respectivos (a "abrangéncia equiparada", conforme determinada pelo
algoritmo). Em determinadas concretizagdes, uma penalidade de abertura de
gap (que é calculada como trés vezes a diagonal média; sendo que a "diagonal
média" é a média da diagonal da matriz de comparagdo que estd sendo
utilizada; a "diagonal" € a classificagdo ou o numero designado para cada
equiparagdo perfeita de aminoacidos por meio de uma matriz de comparagéo
particular) e a penalidade de extensdo de gap (que usualmente é de um

décimo da penalidade de abertura de gap), e também uma matriz de
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comparag¢ao, como PAM250 ou BLOSUM 62, sdo usadas em conjunto com o
algoritmo. Em determinadas concretizagdes, uma matriz de comparagio
convencional (ver Dayhoff et al., 1978, Atlas of Protein Sequence and
Structure 5:345-352 para a matriz de comparagdo de PAM 250; Henikoff et
al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci USA 89:10915-10919 para a matriz de
comparagdo de BLOSUM 62) também ¢ usada pelo algoritmo.

Em determinadas concretizagdes, os paridmetros para a
comparag¢do de seqiiéncias de polipeptideos incluem os seguintes:

Algoritmo: Needleman et al. (1970), J. Mol. Biol. 48:443-453;

Matriz de comparagio: BLOSUM 62 de Henikoff et al.
(1992), supra;

Penalidade de Gap: 12

Penalidade de Comprimento de Gap: 4

Patamar de similaridade: 0

O programa GAP pode ser 1til com os pardmetros acima. Em
determinadas concretizagdes, os paridmetros previamente indicados sio os
parametros padrdo para comparagdes de polipeptideos (juntamente com sem
penalidade para gaps de extremidade) utilizando-se o algoritmo GAP.

O termo "naturalmente ocorrente" como usado para referir-se a

aminoacidos refere-se a vinte aminoacidos convencionais. Ver Immunology--

A Synthesis, 2% ediggo, (E. S. Golub e D. R. Gren, eds.), Sinauer Associates:
Sunderland, MA (1991), incorporado aqui por referéncia para qualquer fim.
Analogos de peptideos sdo comumente utilizados na industria
farmacéutica como drogas ndo-peptidicas com propriedades analogas aquelas
do peptideo padrdo. Estes tipos de compostos ndo-peptidicos sdo
denominados "miméticos de peptideos” ou "peptidomiméticos". Ver Fauchere
(1986), Adv. Drug Res. 15:29; Veber & Freidinger, 1985, TINS p.392; e
Evans ef al. (1987), J. Med. Chem. 30:1229, que s3o incorporados aqui por

referéncia para qualquer fim. Referidos compostos s3o freqiientemente
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desenvolvidos com o auxilio de modelagem molecular computadorizada.
Miméticos peptidicos que sdo estruturalmente semelhantes a peptideos
terapeuticamente Uteis podem ser utilizados para produzir um efeito
profilatico ou terapéutico semelhante. Geralmente, peptidomiméticos sdo
estruturalmente semelhantes a um polipeptideo ou peptideo de paradigma
(isto ¢, um peptideo ou polipeptideo que apresenta uma propriedade
bioquimica ou atividade farmacoldgica), como anticorpo humano, porém
apresentam uma ou mais ligagdes peptidicas substituidas opcionalmente por
uma ligacdo selecionada de: -CH,-NH-, -CH,-S-, -CH,-CH,-, -CH=CH-(cis ¢
trans), - COCH,-, -CH(OH)CH,-, ¢ --CH,SO-, por meio de métodos bem
conhecidos na técnica. Substitui¢do sistematica de um ou mais aminoacidos
de uma seqii€ncia de consensus com um D-aminoacido do mesmo tipo (por
exemplo, D-lisina em lugar de L-lisina) pode ser utilizada em determinadas
concretizagdes para gerar peptideos mais estaveis. Adicionalmente, peptideos
restritos compreendendo uma seqiiéncia consensus ou uma variagdo de
seqiiéncia consensus substancialmente idéntica podem ser gerados por meio
de métodos conhecidos na técnica (Rizo & Gierasch, 1992, Ann. Rev.
Biochem. 61:387, incorporado aqui por referéncia para qualquer fim); por
exemplo, por meio da adi¢do de radicais cisteina internos capazes de formar
pontes dissulfeto intramoleculares que ciclizam o peptideo.

"Anticorpo” ou "peptideo(s) de anticorpo" refere-se a um
anticorpo intacto, ou um fragmento de ligacdo do mesmo que compete com o
anticorpo intacto pela ligagdo especifica e inclui anticorpos quiméricos,
humanizados, totalmente humanos, e bi-especificos. Em determinadas
concretizagdes, produz-se fragmentos de ligagdo por meio de técnicas de
DNA recombinante. Em concretiza¢des adicionais, produz-se fragmentos de
ligagdo por meio de clivagem enzimatica ou quimica de anticorpos intactos.
Fragmentos de ligagdo incluem, embora sem limitagdo, anticorpos Fab, Fab',

F(ab'),, Fv, e de cadeia simples.
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O termo "cadeia pesada" inclui uma cadeia pesada de
comprimento pleno € fragmentos da mesma apresentando suficiente seqiiéncia
de regido varidvel para conferir especificidade para IL-1R1. Uma cadeia
pesada de comprimento pleno inclui um dominio de regifio varidvel, Vy, e trés
dominios de regido constante, Cyl, Cy2, € Cy3. O dominio de Vg encontra-se
na ponta amino do polipeptideo, e o dominio de Cy3 encontra-se na ponta
carboxila.

O termo "cadeia leve" inclui uma cadeia leve de comprimento
pleno e fragmentos da mesma apresentando suficiente seqiiéncia de regifio
varidvel para conferir especificidade para IL-1R1. Uma cadeia leve de
comprimento pleno inclui um dominio de regido variavei, Vi, ¢ um dominic
de regido constante, Cr.. Como a cadeia pesada, o dominio de regifio variavel
da cadeia leve encontra-se na ponta amino do polipeptideo.

Um "fragmento Fab" constitui-se de uma cadeia leve e 0 Cyl e
regides varidveis de uma cadeia pesada. A cadeia pesada de uma molécula
Fab ndo pode formar uma ligagdo dissulfeto com outra molécula de cadeia
pesada.

Um "fragmento 'Fab™ contém uma cadeia leve e uma cadeia
pesada que contém mais da regifio constante, entre os dominios Cyl e Cy2, de
tal forma que é possivel formar uma ligacdo dissulfeto inter-cadeia entre duas
cadeias pesadas para formar uma molécula F(ab'),.

Um "fragmento F(ab")," contém duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas contendo uma porgdo da regiio constante entre os dominios
Cul e Cy2, de modo que forma-se uma ligagdo dissulfeto inter-cadeia entre
duas cadeia pesadas.

A "regido Fv" compreende as regides varidveis das cadeias
pesada e leve, porém ndo apresenta as regides constantes.

"Anticorpos de cadeia simples" s3o moléculas Fv em que as

regides varidveis de cadeia pesada e leve foram conectadas por um ligando
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flexivel para formar uma cadeia de polipeptideo simples, que forma uma
regido de ligagdo de antigeno. Anticorpos de cadeia simples sdo discutidos em
detalhe na Publicacido de Pedido de Patente Internacional n® WO 88/01649 ¢
patentes dos E.U.A. nums. 4,946,778 e 5,260,203, cujas divulgagdes sdo
incorporadas por referéncia para qualquer fim.

Compreende-se que um "anticorpo divalente", diferentemente
de um anticorpo "multiespecifico" ou "multifuncional”, em determinadas
concretizagdes abrange sitios de ligacdo apresentando especificidade
antigénica idéntica.

Um anticorpo "biespecifico" ou "bifuncional" € um anticorpo
hibrido apresentando dois pares diferentes dc cadeia pesada/leve e dois sitios
de ligagdo diferentes. Anticorpos biespecificos podem ser produzidos por
meio de diversos métodos incluindo, embora sem limita¢do, fusdo de
hibridomas ou ligagdo de fragmentos Fab'. Ver, por exemplo, Songsivilai &
Lachmann (1990), Clin. Exp. Immunol. 79:315-321; Kostelny et al. (1992), J.
Immunol. 148:1547-1553.

Na avaliagdo da ligagdo e especificidade de anticorpo de
acordo com a invengdo, diz-se que um anticorpo "inibe substancialmente" a
adesdo de um ligando a um receptor quando um excesso de anticorpo reduz a
quantidade de receptor ligada ao contra-receptor em pelo menos cerca de
20%, 40%, 60%, 80%, 85%, ou mais (conforme medido em um ensaio de
ligagdo competitiva in vitro).

O termo "agente" significa um composto quimico, uma
mistura de compostos quimicos, uma macromolécula bioldgica, ou um extrato
preparado de materiais bioldgicos.

Os termos "marcador" ou "marcado" referem-se a
incorporagdo de um marcador detectavel, por exemplo, por meio de
incorporacdo de um aminoacido radio-marcado ou de ligagdo, a um

polipeptideo, de por¢des de biotina que podem ser detectadas por avidina
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marcada (por exemplo, estreptavidina compreendendo, de preferéncia, um
marcador detectavel, como um marcador fluorescente, um marcador
quimioluminescente ou uma atividade enziméatica que pode ser detectada por
meio de métodos Opticos ou colorimétricos). Em determinadas
concretizagdes, o marcador também pode ser terapéutico. Diversos métodos
de marcar polipeptideos e glicoproteinas sdo conhecidos na técnica e podem
ser usados vantajosamente nos métodos aqui divulgados. Exemplos de
marcadores para polipeptideos incluem, embora sem limitagdo, os seguintes:
radiois6topos ou radionuclideos (por exemplo, *H '“C "N S v *"T¢,
M, 15, 131I), marcadores fluorescentes (por exemplo, isotiocianato de
fluoresceina (FITC), rodamina, ou i{6sforos de lantanideo), marcadores
enzimaticos (por exemplo, peroxidase de rabanete, (3-galactosidase,
luciferase, fosfatase alcalina), marcadores quimioluminescentes, marcadores
de hapteno, como grupos biotinila, e epitopos de polipeptideo
predeterminados reconhecidos por um repérter secundario (por exemplo,
seqiiéncias de par em ziper de leucina, sitios de ligacdo para anticorpos
secundarios, dominios de ligacdo de metal, marcadores de epitopo). Em
determinadas concretizagdes, marcadores sdo ligados por bragos espagadores
(como (CH;),, em que n < cerca de 20) com comprimentos diversos para
reduzir potencial obstrugdo estérica.

O termo "amostra bioldgica" inclui, embora sem limitag3o,
qualquer quantidade de uma substancia de um ser vivo ou de um ser que ja
viveu. Referidos seres vivos incluem, embora sem limita¢do, humanos,
camundongos, macacos, ratos, coelhos, e outros animais. Referidas
substincias incluem, embora sem limitagdo, sangue, soro, urina, células,
Orglos, tecidos, osso, medula dssea, linfa, nédulos linfaticos, tecido sinovial,
condrécitos, macrofagos sinoviais, células endoteliais, tecido wvascular
(particularmente tecido vascular inflamado), e pele. Os termos "agente

farmacéutico" e "droga" referem-se a um composto ou composi¢do quimica
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capaz de induzir um efeito terapéutico desejado quando administrado
apropriadamente a um paciente.

O termo "paciente" inclui sujeitos humanos € animais.

A ndo ser que exigido de outra forma pelo contexto, termos
singulares devem incluir pluralidades e termos plurais devem incluir o
singular.

Aminoacidos

Os vinte aminoacidos naturalmente ocorrentes € suas

abreviaturas seguem a utilizagdo convencional. Ver Immunology--A

Synthesis, 2% edigdo, (E. S. Golub e D. R. Gren, eds.), Sinauer Associates:
Sunderland, MA (1991), incorporado aqui por referéncia para qualquer fim.
Estereoisdmeros (por exemplo, D-aminoacidos) dos vinte aminoacidos
convencionais, aminoacidos ndo-naturais, como aminoacidos o-,0-
dissubstituidos, aminoacidos de N-alquila, e outros aminoacidos ndo-
convencionais também podem ser componentes vantajosos para polipeptideos
da inveng¢do. Exemplos de aminoacidos ndo-convencionais incluem: 4-
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, e-N,N,N-trimetil-lisina, e-N-acetil-lisina,
O-fosfosserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-metil-histidina, 5-
hidroxi-lisina, o-N-metilarginina, € outros aminoacidos e iminoacidos
similares (por exemplo, 4-hidroxiprolina). Na indicag¢&o de polipeptideo aqui
utilizada, a dire¢do no sentido a esquerda é a dire¢do amino-terminal, € a
diregdo a direita € a dire¢do carboxi-terminal, de acordo com a convengdo € o
uso convencionais.

De forma semelhante, a ndo ser que especificado de outra
forma, a ponta esquerda de seqiiéncias de polinucleotideos de filamento
simples € a ponta 5'; a dire¢do a esquerda de seqiiéncias de polinucleotideos
de filamento duplo é referida como a direg@o a 5'. A dire¢do de adi¢do de 5'a
3' de transcri¢des de RNA nascente é referida como a diregdo de transcrigdo;

regides de seqiiéncia no filamento de DNA apresentando a mesma seqiiéncia
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que a transcri¢io de RNA que se encontram a 5' relativamente a ponta 5' da
transcricdo de RNA sio referidas como "seqiiéncias a montante"; regides de
seqiiéncia no filamento de DNA apresentando a mesma seqii€ncia que a
transcrigio de RNA que se encontram a 3' relativamente a ponta 3' da
transcricdo de RNA sdo referidas como "seqii€ncias a jusante".

Radicais de aminodcidos naturalmente ocorrentes podem ser
divididos em classes com base em propriedades de cadeias simples comuns:

1) hidrofébicos: norleucina (Nor ou Nle), Met, Ala, Val, Leu,
Ile;

2) hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gln;

3) acidos: Asp, Glu;

4) basicos: His, Lys, Arg;

5) radicais que influenciam a orientagdo da cadeia: Gly, Pro; e

6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Substitui¢des conservativas de aminoacidos podem envolver
troca de um membro de uma destas classes por outro membro da mesma
classe. Substitui¢des conservativas de aminoacidos podem abranger radicais
de aminoacidos ndo-naturalmente ocorrentes, que s3o incorporadas
tipicamente por meio de sintese quimica, ao invés de por meio de sintese em
sistemas bioldgicos. Estes incluem peptidomiméticos e outras formas
revertidas ou invertidas de por¢des de aminoécidos.

Substitui¢des ndo-conservativas podem envolver a troca de um
membro de uma destas classes por um membro de outra classe. Referidos
radicais substituidos podem ser introduzidos, por exemplo, em regides de um
anticorpo humano que so homoélogas com anticorpos ndo-humanos, ou nas
regides ndo-homodlogas da molécula.

Na preparagdo dessas alteragdes, de acordo com determinadas
concretizagdes, pode-se considerar o indice hidropatico de aminoécidos. Cada

aminoacido recebeu um indice hidropatico com base em suas caracteristicas



$ 10

15

20

25

37

3
[3
<

P Y T R
LEX T Xy

de hidrofobicidade e de carga. Sdo eles: isoleucina (+4,5); valina (+4,2);
leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9);
alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptofano (-0,9);
tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-
3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); e arginina (-4,5).

A importancia do indice de aminoacido hidropatico na
determinag¢io da fungio bioldgica interativa em uma proteina é compreendido
na técnica (ver, por exemplo, Kyte et al., 1982, J. Mol. Biol. 157:105-131). E
sabido que determinados aminoacidos podem ser substituidos por outros
aminoacidos apresentando uma classificagdo ou indice hidropatico similar e
ainda conservam uma atividade bioldgica semelhante. Na preparagdo de
altera¢Oes baseadas no indice hidropatico, em determinadas concretizagdes,
inclui-se a substitui¢do de aminoacidos cujos indices hidropaticos se situam
em + 2. Em determinadas concretizagdes, inclui-se aqueles que se situam em
+ 1, e em determinadas concretizagdes, inclui-se aqueles que se situam em =+
0,5.

Compreende-se também na técnica que a substituigdo de
aminoacidos similares pode ser realizada efetivamente com base na
hidrofilicidade, particularmente onde o peptideo ou proteina biologicamente
funcional criada desta forma destina-se ao uso em concretizagdes
imunolégicas, como divulgado aqui. Em determinadas concretizagdes, a
maior hidrofilicidade média local de uma proteina, conforme determinado
pela hidrofilicidade de seus aminoacidos adjacentes, correlaciona-se com sua
imunogenicidade e antigenicidade, isto é, com uma propriedade biologica da
proteina.

Os valores de hidrofilicidade a seguir foram atribuidos a estes
radicais de aminoacidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 = 1);
glutamato (+3,0 £+ 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2);

glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5);
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cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8);

tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) e triptofano (-3,4). Na realizagdo de

alteracdes baseadas em valores similares de hidrofilicidade, em determinadas

concretizagdes, inclui-se a substituicdo de aminoacidos cujos valores de

hidrofilicidade encontram-se em + 2, em determinadas concretizagdes, inclui-

se aqueles que se encontram em * 1, e em determinadas concretizagdes,

inclui-se aqueles em =+ 0,5. Também ¢ possivel identificar epitopos de

sequiéncias de aminoacidos primarios com base na hidrofilicidade. Estas

regides também sio referidas como "regides de nicleo epitdpicas".

Substituigdes de aminoacidos exemplares sdo apresentadas na

Tabela 1.
Tabela 1
Substituicoes de aminoacidos
Radicais originais Substitui¢cdes exemplares Substm{u;oes
preferidas
Ala Val, Leu, Ile Val
Arg Lys, Gln, Asn Lys
Asn Gln Gln
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, Gin, Lys, Arg Arg
Ile Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, Ile, Val, Met, Ala, Phe Ile
Lys Arg, acido 1,4 diamino-butirico, Gln, Asn Arg
Met Leu, Phe, Ile Leu
Phe Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val Ile, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

Uma pessoa versada na técnica sera

capaz de determinar

variantes vantajosas de polipeptideos como apresentadas aqui utilizando-se

técnicas bem conhecidas. Em determinadas concretizagdes, alguém com

W
/i)
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pratica na técnica podera identificar dreas vantajosas da molécula que podem
ser alteradas sem destruir a atividade por meio de regides de objetivagdo que
se acredita ndo serem importantes para a atividade. Em outras concretizagdes,
a pessoa versada na técnica podera identificar radicais e por¢des das
moléculas que s3o conservadas entre polipeptideos semelhantes. Em
concretizagdes adicionais, mesmo areas que podem ser importantes para
atividade bioldgica ou para estrutura podem ser sujeitas a substituigBes
conservativas de aminoacidos sem destruir a atividade biolégica ou sem afetar
adversamente a estrutura do polipeptideo.

Adicionalmente, alguém versado na técnica pode rever estudos
de estrutura-fun¢fo identificando radicais em polipeptideos semelhantes que
sdo importantes para atividade ou estrutura. Considerando uma comparagao
do tipo referido, a pessoa versada na técnica pode predizer a importancia de
radicais de aminoacidos em uma proteina e que correspondem a radicais de
aminoacidos importantes para atividade ou estrutura em proteinas similares.
Alguém versado na técnica pode optar por substitui¢gdes de aminoacidos
quimicamente semelhantes para referidos radicais de aminodacidos
importantes preditos.

Alguém versado na técnica também pode analisar a estrutura
tridimensional e seqiiéncia de aminoacidos com relagdo a estrutura em
polipeptideos semelhantes. Considerando referida informagdo, alguém
versado na técnica pode predizer o alinhamento de radicais de aminoéacidos de
um anticorpo com relagdo a sua estrutura tridimensional. Em determinadas
concretizagdes, alguém versado na técnica pode optar por ndo realizar
altera¢des radicais em radicais de aminoacidos preditos sobre a superficie da
proteina, porque referidos radicais podem estar envolvidos em interagoes
importantes com outras moléculas. Além disso, alguém versado na técnica
pode gerar variantes de teste contendo uma substitui¢do de aminoacidos

simples em cada radical de aminoacido desejado. Em seguida, as variantes
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podem ser selecionadas utilizando-se ensaios de atividade conhecidos por
aqueles versados na técnica. Referidas variantes poderiam ser usadas para
recolher informagdo acerca de variantes vantajosas. Por exemplo, caso se
verificasse que uma alteragdo para um radical de aminoacido particular resulta
em atividade destruida, indesejavelmente reduzida, ou inadequada, seria
possivel evitar variantes com uma alteragdo do tipo referido. Em outras
palavras, com base em informag&o coletada de experimentos de rotina do tipo
referido, alguém versado na técnica pode determinar facilmente os
aminoacidos onde fosse possivel evitar substitui¢des, quer sozinhas ou em
combina¢ido com outras mutagdes.

Diversas publicacdes cientificas foram dedicadas a predigdo de
estrutura secundaria. Ver Moult, 1996, Curr. Op. in Biotech. 7:422-427; Chou
et al., 1974, Biochemistry 13:222-245; Chou et al., 1974, Biochemistry
113:211-222; Chou et al., 1978, Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol.
47:45-148; Chou et al., 1979, Ann. Rev. Biochem. 47:251-276; ¢ Chou et al.,
1979, Biophys. J. 26:367-384. Além disso, presentemente estdo disponiveis
programas de computador para assistir a predigdo de estrutura secundaria. Um
método de predizer estrutura secundaria baseia-se em modelagem de
homologia. Por exemplo, dois polipeptideos ou proteinas que apresentam uma
identidade de seqiiéncias superior a 30 %, ou similaridade superior a 40 %
freqilentemente apresentam topologias estruturais similares. A recente
amplia¢io de bancos de dados de estruturas de proteinas (PDB) proporciona
maior predizibilidade de estrutura secundaria, incluindo o nimero potencial
de dobras na estrutura de um polipeptideo ou proteina. Ver Holm et al., 1999,
Nucl. Acid. Res. 27:244-247. Sugeriu-se (Brenner et al., 1997, Curr. Op.
Struct. Biol. 7:369-376) que ha um nimero limitado de dobras em um dado
polipeptideo ou proteina e que, uma vez que se tenha diferenciado uma
quantidade de estruturas, a predigdo estrutural tornou-se drasticamente mais

precisa.
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Métodos adicionais de predizer estrutura secundaria incluem
"costura" (Jones, 1997, Curr. Opin. Struct. Biol. 7:377-87; Sippl et al., 1996,
Structure 4:15-19), "analise de perfil" (Bowie et al., 1991, Science 253:164-
170; Gribskov et al., 1990, Meth. Enzym. 183:146-159; Gribskov ef al., 1987,
Proc. Nat. Acad. Sci. 84:4355-4358), e "liga¢do evolucionaria" (ver Holm,
1999, supra; e Brenner, 1997, supra).

Em determinadas concretizagdes, variantes de anticorpo
incluem variantes de glicosilagdo em que o numero e/ou o tipo de sitio de sitio
de glicosilagio foi alterado em comparagdo com as seqiiéncias de
aminoacidos do polipeptideo parental. Em determinadas concretizagdes,
variantes de proteina compreendem um maior ou menor numero de sitios de
glicosilagdo ligados a N do que a proteina nativa. Um sitio de glicosilagdo
ligado a N ¢ caracterizado pela seqiiéncia: Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr, sendo
que o radical de aminoacido denominado X pode ser qualquer radical de
aminoacido exceto prolina. A substituicdo de radicais de aminodcidos para
criar esta seqiiéncia proporciona um sitio novo potencial para a adi¢do de uma
cadeia de carboidrato ligada com N. Alternativamente, substituigdes que
eliminam esta seqiiéncia removerdo uma cadeia de carboidrato ligada com N
existente. Proporciona-se também uma redisposi¢do das cadeias de
carboidrato ligadas com N em que um ou mais sitios de glicosilagdo ligados
com N (tipicamente aqueles que s3o naturalmente ocorrentes) sdo eliminados
e um ou mais novos sitios ligados com N sdo criados. Variantes de anticorpos
adicionais preferidas incluem variantes de cisteina em que um ou mais
radicais cisteina sdo deletados, ou substituidos por outro aminoacido (por
exemplo, serina) em comparagdo com a seqiiéncia de aminoéacido parental.
Variantes de cisteina podem ser tteis quando € necessario redobrar anticorpos
a uma conformacio biologicamente ativa, como apds o isolamento de corpos
de inclusfio insoliveis. Variantes de cisteina apresentam geralmente menos

radicais cisteina do que proteina nativa, e, tipicamente, apresentam um
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numero par de forma a minimizar interagdes resultantes de cisteinas ndo-
pareadas. _

De acordo com determinadas concretizag3es, substituigdes de
aminoacidos sdo aquelas que: (1) reduzem suscetibilidade a protedlise, (2)
reduzem suscetibilidade a oxidagdo, (3) alteram a afinidade de ligagdo para
formar complexos de proteina, (4) alteram afinidades de ligagdo, e/ou (5)
conferem ou modificam propriedades fisicoquimicas ou funcionais nos
referidos polipeptideos. De acordo com determinadas concretizagdes, €
possivel preparar substituigdes de aminoacidos simples ou multiplas (em
determinadas concretizagOes, substitui¢des conservativas de aminoécidos) na
seqiiéncia naturalmente ocorrente (em determinadas concretizagdes, na porgdo
do polipeptideo fora do(s) dominio/dominios que forma(m) contatos
intermoleculares). Em concretizagdes preferidas, uma substituigdo
conservativa de aminoacidos nfio altera tipicamente de forma substancial as
caracteristicas estruturais da seqiiéncia parental (por exemplo, uma
substituicio de aminoacidos ndo deveria tender a quebrar uma hélice que
ocorre na seqiiéncia parental, ou romper outros tipos de estrutura secundaria
que caracterizam a seqiiéncia parental). Exemplos de estruturas secundarias e
terciarias de polipeptideos reconhecidas na técnica encontram-se descritas em

Proteins, Structures and Molecular Principles, (Creighton, ed.), 1984, W. H.

Freeman e Company, New York; Introduction to Protein Structure (C.
Branden e J. Tooze, eds.), 1991, Garland Publishing, New York, N.Y.; e
Thomton et al. (1991), Nature 354:105, sendo cada uma destas € incorporada
aqui integralmente por referéncia.

Preparacio de Anticorpos

Tipicamente, unidades estruturais de anticorpos naturalmente
ocorrentes compreendem um tetrimero. Cada tetramero do tipo referido
constitui-se tipicamente de dois pares idénticos de cadeias de polipeptideos,

sendo que cada par apresenta uma cadeia "leve" de comprimento pleno
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(apresentando tipicamente um peso molecular de cerca de 25 kDa) e uma
cadeia "pesada" de comprimento pleno (apresentando tipicamente um peso
molecular de cerca de 50-70 kDa). A por¢do amino-terminal de cada cadeia
inclui tipicamente uma regido variavel com cerca de 100 to 110 ou mais
aminoacidos que, tipicamente, é responsavel pelo reconhecimento de
antigenos. A porg¢do carboxi-terminal de cada cadeia define tipicamente uma
regido constante responsavel pela fungfo efetora. Cadeias leves humanas sio
classificadas tipicamente como cadeias leve kappa e lambda. Cadeias pesadas
sdo classificadas tipicamente como mu, delta, gama, alfa, ou épsilon, e
definem o isétipo do anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE,
respectivamente. IgG possui varias subclasses, incluindo, embora sem
limitagdo, IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4, IgM possui subclasses incluindo,
incluindo, embora sem limitagdo, IgM1 e IgM2. IgA também € dividida de
maneira semelhante em subclasses incluindo, embora sem limitagdo, IgAl e
IgA2. Nas cadeias leve e pesada de comprimento pleno, tipicamente, uma
regido "J" de cerca de 12 ou mais aminoacidos junta-se a regido variavel e
regides constantes, sendo que a cadeia pesada também inclui uma regiao "D"
com cerca de 10 aminoicidos adicionais. Ver, por exemplo, Fundamental
Immunology, capitulo 7, 2* ed., (Paul, W., ed.), 1989, Raven Press, N.Y.
(incorporada aqui integralmente por referéncia para todos os fins). A
combinagdo das regides variaveis de cada par de cadeia leve/cadeia pesada
forma tipicamente o sitio de ligacdo de antigeno.

As regides varidveis de cada uma das cadeias pesadas €
cadeias leves apresenta tipicamente a mesma estrutura geral compreendendo
quatro regides de estrutura relativamente conservadas (FR) por trés regides
hiper-variaveis, também denominadas regiGes determinadoras de
complementaridade ou CDRs. As CDRs das duas cadeias de cada par sdo
tipicamente alinhadas pelas regides de estrutura, cujo alinhamento pode

permitir liga¢do com um epitopo especifico. Da ponta N até a ponta C, as

"
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regides variaveis de cadeia pesada e de cadeia leve compreendem tipicamente
os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FR4. A designacdo de
aminoacidos para cada dominio encontra-se tipicamente de acordo com as
defini¢gdes de Kabat Sequences of Proteins of Immunological Interest (1987 e
1991, National Institutes of Health, Bethesda, Md.), Chothia & Lesk, 1987, J.
Mol. Biol. 196:901-917, ou Chothia et al., 1989, Nature 342:878-883).

Anticorpos tornaram-se Uteis € interessantes como agentes
farmacéuticos com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais. Anticorpos
monoclonais sfio produzidos utilizando-se qualquer método que produz
moléculas de anticorpos por meio de linhas de células continuas em cultura.
Exemplos de métodos vantajosos para preparar anticorpos monoclonais
incluem os métodos do hibridoma de Kohler et al. (1975, Nature 256:495-
497) e o método do hibridoma de células B humanas (Kozbor, 1984, J.
Immunol. 133:3001; e Brodeur et al., 1987, Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, (Marcel Dekker, Inc., New York), pp. 51-63).

Anticorpos monoclonais podem ser modificados para uso
como terapéuticos. Um exemplo é um anticorpo "quimérico" em que uma
por¢do da cadeia pesada e/ou cadeia leve € idéntica ou homologa a uma
seqiiéncia correspondente em anticorpos derivados de uma espécie particular
ou pertencente a uma classe ou subclasse de anticorpo particular, enquanto
que o restante da cadeia(s) € idéntico ou homologo a uma seqiiéncia
correspondente em anticorpos derivados de outra espécie ou pertencente a
outra classe ou subclasse de anticorpos. Outros exemplos sio fragmentos de
referidos anticorpos, desde que apresentem a atividade bioldgica desejada.
Ver, Patente U.S. 4,816,567; € Morrison et al. (1985), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81:6851-6855. Um desenvolvimento relacionado € o anticorpo "
enxertado com CDR", sendo que o anticorpo compreende uma ou mais
regides determinadoras de complementaridade (CDRs) de uma espécie

particular ou pertencente a uma classe ou subclasse particular de anticorpo,

id
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enquanto que o restante da cadeia(s) de anticorpo ¢ idéntico ou homologo a
uma seqiiéncia correspondente em anticorpos derivados de outra espécie ou
pertencente a outra classe ou subclasse de anticorpo.

Outro desenvolvimento € o anticorpo "humanizado". Métodos
de humanizar anticorpos ndo-humanos sdo bem conhecidos na técnica. (Ver
patentes dos E.U.A. nums. 5,585,089, e 5,693,762). Geralmente, um anticorpo
humanizado é produzido por um animal ndo-humano, e, entdo, determinados
radicais de aminoacidos, tipicamente de por¢des do anticorpo ndo-
reconhecedoras de antigeno, sio modificadas de forma a se tornarem
homologas aos referidos radicais em um anticorpo humano de isétipo
correspondente. A humanizagdo pode ser realizada, por exemplo, utilizando-
se métodos descritos na técnica (Jones et al., 1986, Nature 321:522-525;
Riechmann ef al., 1988, Nature 332:323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science
239:1534-1536), mediante substitui¢do de pelo menos uma por¢do de uma
regido variavel de roedor para as regides correspondentes de um anticorpo
humano.

E mais recente, e afigura-se mais promissor, o0
desenvolvimento de anticorpos humanos sem exposi¢do do antigeno a seres
humanos ("anticorpos totalmente humanos"). Utilizando-se animais
transgénicos (por exemplo, camundongos) que sdo capazes de produzir um
repertério de anticorpos humanos na auséncia de produgio endogena de
imunoglobulina de camundongo, referidos anticorpos s@o produzidos por
meio de imunizagdo com um antigeno (apresentando tipicamente pelo menos
6 aminoacidos contiguos), opcionalmente conjugado a um veiculo. Ver, por
exemplo, Jakobovits et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-2555;
Jakobovits et al., 1993, Nature 362:255-258; ¢ Bruggermann et al., 1993,
Year in Immunol. 7:33. Em um exemplo destes métodos, animais
transgénicos sdo produzidos incapacitando-se os loci de imunoglobulina de

camundongo endégena codificando ali as cadeias de imunoglobulina pesada e
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leve de mouse, ¢ inserindo no seu genoma Joci codificando proteinas de
cadeia pesada e de cadeia leve humanas. Animais parcialmente modificados,
que apresentam menos do que o complemento total de modificagdes, sdo
entdo inter-cruzados para se obter um animal apresentando todas as
modificagdes desejadas no sistema imunoldgico. Quando recebem
administragdo de um imundgeno, estes animais transgénicos produzem
anticorpos que s3o imunoespecificos para estes antigenos apresentando
seqiiéncias de aminoacidos humanas (ao invés de murinas), incluindo regides
variaveis. Ver publicagdes PCT nums. WO096/33735 e WO094/02602,
incorporadas por referéncia. Métodos adicionais encontram-se descritos na
Patente U.S. 5,545,807, publica¢des PCT nums. W0O91/10741, WO90/04036,
e na EP 546073B1 e EP 546073A1, incorporados por referéncia. Também €
possivel produzir anticorpos humanos por meio de expressio de DNA
recombinante em células hospedeiras ou por meio de expressdo em células de
hibridoma como descrito aqui.

Anticorpos totalmente humanos também podem ser
produzidos a partir de bibliotecas de apresentagdo de fago (como divulgado
em Hoogenboom et al., 1991, J. Mol. Biol. 227:381; e Marks et al., 1991, J.
Mol. Biol. 222:581). Estes processos emulam a sele¢do imunoldgica por meio
da apresentagio de repertérios de anticorpos sobre a superficie de
bacteriéfagos filamentosos, e a subseqiiente selegdo de fago por meio de sua
ligagdo a um antigeno de escol. Uma técnica do tipo referido encontra-se
descrita na Publicagio PCT num. W099/10494, incorporada por referéncia,
que descreve o isolamento de anticorpos agonistas funcionais € com alta
afinidade para receptores de MPL- e msk- com o uso de uma abordagem do
tipo referido.

Uma vez determinadas as seqiiéncias de nucleotideos que
codificam referidos anticorpos, também ¢ possivel produzir anticorpos

quiméricos, enxertados com CDR, humanizados e totalmente humanos, por
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meio de métodos recombinantes. Acidos nucleicos que codificam os
anticorpos sfo introduzidos nas células hospedeiras e expressos utilizando-se
materiais e procedimentos geralmente conhecidos na técnica.

A invengdo proporciona um ou varios anticorpos monoclonais
totalmente humanos contra IL-1R1 humano. De preferéncia, os anticorpos
ligam-se ao terceiro dominio de IL-1R1. Em concretizagdes preferidas, a
invengdio proporciona seqiiéncias de nucleotideos que codificam, e seqiiéncias
de aminoacidos que compreendem, moléculas de imunoglobulina de cadeia
pesada e de cadeia leve, particularmente seqiiéncias correspondentes a suas
regides variaveis. Em concretizagdes preferidas proporciona-se seqii€ncias
correspondentes a regides determinadoras de complementaridade (CDR's),
especificamente de CDR1 at¢é CDR3. Em concretizagbes preferidas
adicionais, a inveng¢dio proporciona linhas de células de hibridoma que
expressam referidas moléculas de imunoglobulina e anticorpos monoclonais
produzidos a partir das mesmas, sendo o mais preferivel anticorpos
monoclonais humanos purificados contra human IL-1R1.

A capacidade de clonar e reconstruir /oci humanos com
dimensiio de megabase em cromossomas artificiais de levedura (YACs) e
introduzir os mesmos na linha germinal de camundongo proporciona uma
abordagem vantajosa para elucidar os componentes funcionais de /oci muito
grandes ou grosseiramente mapeados ¢ também gerar modelos uteis de
doenca humana. Adicionalmente, a utilizagdo de tecnologia do tipo referido
para substitui¢io de loci de camundongo com seus equivalentes humanos
proporciona compreensdes Unicas da expressdo e regulagdo de produtos de
genes humanos durante o desenvolvimento, sua comunicagdo com outros
sistemas, e seu envolvimento na indugdo e progresséo de doenga.

Uma aplicagdo pratica importante de uma estratégia do tipo
referido é a "humanizag¢io" do sistema imunolégico humoral do camundongo.

A introdugiio de loci de imunoglobulina (Ig) humana em camundongos em
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que os genes de Ig enddgena foram inativados proporciona a oportunidade de
estudar os mecanismos subjacentes a expressdo programada e montagem de
anticorpos e também seu papel no desenvolvimento de células B.
Adicionalmente, uma estratégia do tipo referido proporciona uma fonte para
produgio de anticorpos monoclonais (MAbs) totalmente humanos,
particularmente para uso como agentes terapéuticos. Espera-se que anticorpos
totalmente humanos minimizem as respostas imunogénica e alérgica
intrinsecas a Mabs de camundongo ou derivados de camundongo, €, com isto,
incrementem a eficicia e seguranga de anticorpos administrados em
aplicagdes terapéuticas. E possivel utilizar anticorpos totalmente humanos no
tratamento de doengas humanas crdnicas € recorrentes, como osteoartrite,
artrite reumatéide, e outras condi¢des inflamatorias, sendo que seu tratamento
requer administrag@o repetida de anticorpos.

Alguém versado na técnica pode manipular cepas de mouse
com deficiéncia na producio de anticorpos de camundongo com grandes
fragmentos dos loci de Ig humana de tal forma que referidos camundongos
produzam anticorpos humanos na auséncia de anticorpos de camundongo.
Fragmentos de Ig humana grandes podem preservar a grande diversidade de
genes variaveis e também a regulagio apropriada da produg@o e expressdo de
anticorpos. Explorando-se o maquinario do camundongo para diversificagdo €
selecdo de anticorpos e a falta de tolerAncia imunoldgica a proteinas humanas,
o repertério de anticorpos humanos reproduzidos nestas cepas de
camundongo proporciona anticorpos com alta afinidade contra qualquer
antigeno de interesse, incluindo antigenos humanos. Utilizando a tecnologia
do hibridoma, & possivel produzir e selecionar MAbs humanos especificos
para antigeno, com a especificidade desejada.

Em determinadas concretizagdes, a pessoa versada na técnica
pode utilizar regides constantes de espécies diferentes da humana juntamente

com regido/regides varidveis humanas em camundongos do tipo referido para
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produzir anticorpos quiméricos. Os anticorpos da invengao podem ser
produzidos imunizando-se referidos animais com IL-1R1 de comprimento
pleno, formas soluveis de IL-1R1, ou um fragmento disso. Ver, por exemplo,
Pedido de Patente Internacional, Publicagdo WO 93/12227).

As CDRs das regides varidveis de cadeia leve e de cadeia
pesada de anticorpos anti-IL-1R1 da invengdo podem ser enxertadas em
regides de estrutura (FRs) da mesma ou de outra espécie. Em determinadas
concretizacdes, as CDRs das regides variaveis de cadeia leve e de cadeia
pesada do anticorpo anti-IL-1R1 podem ser enxertadas em FRs humanas
consensus. Para criar FRS humanas consensus, FRs de vérias seqiiéncias de
aminoacidos humanos de cadeia leve ou de cadeia pesada s@o alinhadas de
forma a se identificar uma seqiiéncia de aminoacidos consensus. As FRs da
cadeia leve ou da cadeia pesada de anticorpo anti-IL-1R1 podem ser
substituidas pelas FRs de uma cadeia pesada ou cadeia leve diferente.
Aminoacidos raros nas FRs das cadeias pesada e leve de anticorpo anti-IL-
1R1 tipicamente nfo sdo substituidos, embora seja possivel substituir os
aminoacidos de FR. Aminoacidos raros sio aminoacidos especificos que se
encontram em posi¢des em que eles ndo s3o usualmente encontrados em FRs.
As regides variaveis enxertadas de anticorpos anti-IL-1R1 da invengdo podem
ser usadas com uma regido constante que € diferente da regido constante de
anticorpo anti-IL-1R1. Alternativamente, as regides varidveis enxertadas sao
parte de um anticorpo Fv de cadeia simples. O enxerto de CDR encontra-se
descrito, por exemplo, nas patentes dos E.U.A. nums. 6,180,370, 5,693,762,
5,693,761, 5,585,089, e 5,530,101, incorporadas aqui por referéncia para
qualquer fim.

Em determinadas concretizagbes, a invengdo proporciona
anticorpos anti-IL1-R1 que compreendem uma regido de CDRI de cadeia
pesada humana apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
61, SEQ ID NO: 62, ou SEQ ID NO: 63; uma regido de CDR2 de cadeia
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pesada humana apresentando uma seqiiéncia de aminoéacidos of SEQ ID NO:
64, SEQ ID NO: 65, ou SEQ ID NO: 66; e/ou uma regido de CDR3 de cadeia
pesada humana apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos of SEQ ID NO:
67, SEQ ID NO: 68, ou SEQ ID NO: 69.

Em outras concretizagdes, a invengdo proporciona anticorpos
anti-IL1-R1 que compreendem uma regido de CDR1 de cadeia leve humana
apresentando uma seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 70 ou SEQ ID
NO: 71; uma regido de CDR2 de cadeia pesada humana apresentando uma
seqiiéncia de aminoacidos of SEQ ID NO: 72 ou SEQ ID NO: 73; e/ou uma
regiio de CDR3 de cadeia pesada humana apresentando uma seqiiéncia de
aminoacidos of SEQ ID NO: 74 ou SEQ ID NO: 75.

Anticorpos da invengdo s3o preparados, de preferéncia,
utilizando-se camundongos transgénicos que apresentam uma porgao
substancial do 16cus de produgio de anticorpo humano inserida em células de
produ¢io de anticorpos dos camundongos, e que sdo manipulados
adicionalmente para serem deficientes na producdo de anticorpos murinos
endégenos. Referidos camundongos sdo capazes de produzir anticorpos e
moléculas de imunoglobulina humana e nfo produzem, ou produzem
quantidades substancialmente reduzidas de anticorpos e moléculas de
imunoglobulina murina. Tecnologias utilizadas para se obter este resultado
sdo descritas nas patentes, pedidos e referéncias divulgadas nesta descrigdo.
Em concretizagdes preferidas, a pessoa versada na técnica pode empregar
métodos como divulgados na Publicagdo de Pedido de Patente Internacional
No. WO 98/24893, incorporada aqui por referéncia para qualquer fim. Ver
também Mendez ef al., 1997, Nature Genetics 15:146-156, incorporada aqui
por referéncia para qualquer fim.

Os anticorpos monoclonais (MAbs) da inven¢do podem ser
produzidos por meio de diversas técnicas, incluindo metodologia

convencional de anticorpos monoclonais, por exemplo, a técnica de
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hibrida¢do convencional de células somaticas de Kohler e Milstein, 1975,

Nature 256:495. Embora se prefira procedimentos de hibridagdo de células
somaticas, em principio é possivel empregar outras técnicas para produzir
anticorpos monoclonais, por exemplo transformagdo viral ou oncogénica de
linfocitos B.

Em um concretizagdo preferida, anticorpos monoclonais
humanos dirigidos contra IL-1 R1 podem ser gerados utilizando-se
camundongos referidos como camundongos "HuMab", contém um mini-lécus
de gene de imunoglobulina humana que codifica seqiiéncias de
imunoglobulina de cadeia pesada (i e ) e cadeia leve k ndo-rearrumadas, em
conjunto com mutagBes objetivadas que inativam os loci de cadeias p e K
endogenas. Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859. Assim, os
camundongos apresentam expressdo reduzida de IgM ou k de camundongo e,
em resposta a imunizagio, os transgenes de cadeia leve ou de cadeia pesada
humanos introduzidos sofrem troca de classe e mutagio somatica para gerar
anticorpos monoclonais de IgG « humanos com alta afinidade. Lonberg et al.,
supra; Lonberg e Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93; Harding ¢
Lonberg, 1995, Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:536-546. A preparagdo de
camundongos HuMab encontra-se descrita em detalhe em Taylor ef al., 1992,
Nucleic Acids Res. 20:6287-6295; Chen et al., 1993, International
Immunology 5:647-656; Tuaillon et al., 1994, J. Immunol. 152:2912-2920;
Lonberg et al., 1994, Nature 368:856-859; Lonberg, 1994, Handbook of Exp.
Pharmacology 113:49-101; Taylor et al., 1994, International Immunology
6:579-591; Lonberg & Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93;
Harding & Lonberg, 1995, Ann. N.Y. Acad. Sci 764:536-546; Fishwild et al.,
1996, Nature Biotechnology 14:845-851, sendo que os teores de todas estas
referéncias sdo incorporados aqui integralmente por referéncia. Ver
adicionalmente patentes dos E.U.A. nums. 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126;
5,633,425; 5,789,650; 5,877,397, 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; ¢
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5,770,429; todas para Lonberg e Kay, e também Patente U.S. 5,545,807 para
Surani et al.; Publicagdo de Pedido de Patente Internacional n® WO 93/1227,
publicada em 24 de junho de 1993; WO 92/22646, publicada em 23 de
dezembro de 1992; ¢ WO 92/03918, publicada em 19 de margo de 1992,
sendo que as divulga¢Bes de todas estas referéncias sdo incorporadas aqui
integralmente por referéncia. Alternativamente, cepas de camundongos
transgénicos HCo7 e HCo12 descritas nos Exemplos abaixo podem ser usadas
para gerar anticorpos anti-IL-1R1 humanos.

De maneira vantajosa, anticorpos monoclonais totalmente
humanos especificos para IL-1R1 sfo produzidos como a seguir.
Camundongos transgénicos contendo genes de imunoglobulina humana s3o
imunizados com o antigeno relacionado com IL-1R1 que ¢ de interesse.
Obtém-se células linfaticas (como células B) dos camundongos que
expressam anticorpos. Células recuperadas do tipo referido sdo fundidas com
uma linha de células de tipo mieldide para preparar linhas de células de
hibridoma imortais, e referidas linhas de células de hibridoma sdo triadas e
selecionadas para identificar linhas de células de hibridoma que produzem
anticorpos especificos para o antigeno de interesse. Em determinadas
concretizagdes, proporciona-se a producio de uma linha de células de
hibridoma que produz anticorpos especificos para IL-1R1.

Em concretizagdes preferidas, anticorpos da invengdo sdo
produzidas por linhas de hibridoma. Nestas concretiza¢des, os anticorpos da
invencdo ligam-se a IL-1R1 com uma constante de dissociagdo (Kj) entre
aproximadamente 4 pM e 100 pM. Em determinadas concretizagdes da
invenco, os anticorpos ligam-se a IL-1R1 com uma K inferior a cerca de 20
pM. Em outras concretizagdes, os anticorpos da invengéo ligam-se ao terceiro
dominio de IL-1R1. As seqiiéncias de nucleotideos e aminoécidos do terceiro
dominio de IL1-R1 humana e de rato sdo mostradas na Figura 17.

Em concretizagdes preferidas, os anticorpos da invengdo sdo

(
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de isotipo IgGl, IgG2, ou IgG4, sendo que o is6tipo IgG2 € o mais preferido.
Em concretizagdes preferidas da invengdo, os anticorpos compreendem uma
cadeia leve kappa humana e uma cadeia pesada IgG1, IgG2, ou IgG4 humana.
Em concretizagdes particulares, as regides varidveis dos anticorpos sio
alinhadas com uma regido constante diferente da regido constante para o
isotipo IgG1, IgG2, ou IgG4. Em determinadas concretizagdes, os anticorpos
da invengdo foram clonados para expressdo em células mamiferas.

Em determinadas concretizagdes, substituigdes conservativas
de aminoicidos nas cadeias pesada e leve de anticorpo anti-IL-1R1 (e
correspondentes modificagdes dos nucleotideos codificantes) produzirdo
anticorpos anti-IL-1R1 apresentando caracteristicas funcionais e quimicas
semelhantes aquelas de anticorpo anti-IL-1R1. Em contraste, € possivel
realizar modificagdes substanciais das caracteristicas funcionais e/ou
quimicas de anticorpo anti-IL-1R1 mediante a selecdo de substitui¢des na
seqiiéncia de aminoacidos das cadeias pesada e leve que diferem
significativamente no que se refere ao seu efeito de conservar (a) a estrutura
da espinha dorsal molecular na area da substitui¢do, por exemplo, como uma
conforma¢gio em forma de l1admina ou helicoidal, (b) a carga ou
hidrofobicidade da molécula no sitio-alvo, ou (c) o volume da cadeia lateral.

Por exemplo, uma "substitui¢do conservativa de aminoacidos"
pode envolver uma substitui¢io de um radical de aminoéacido nativo por um
radical nfo-nativo de tal forma que haja pouco ou nenhum efeito sobre a
polaridade ou a carga do radical de aminoacido naquela posigdo.
Adicionalmente, qualquer radical nativo no polipeptideo também pode ser
substituido por alanina, como ja se descreveu previamente com respeito a
"mutagénese de varredura de alanina" (Wells, 1991, Métodos Enzymol.
202:390 (ed. J.J. Langone), Academic Press, London).

Substitui¢des de aminoacidos desejadas (que conservativas ou

nio-conservativas) podem ser determinadas por aqueles com pratica na
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técnica no momento em que referidas substituicdes sdo desejadas. Em
determinadas concretizagdes, € possivel utilizar substituicdes de aminoacidos
para identificar radicais importantes de anticorpo anti-IL-1R1, ou para
incrementar ou diminuir a afinidade dos anticorpos anti-IL-1R1 aqui
descritos.

Em concretizagBes alternativas, anticorpos da invengdo podem
ser expressos em linhas de células diferentes de linhas de células de
hibridoma. Nestas concretiza¢Bes, seqiiéncias que codificam anticorpos
particulares podem ser usadas para transformagdo de uma célula hospedeira
mamifera apropriada. De acordo com estas concretizagdes, € possivel obter
transformacio com o uso de qualquer método conhecido para introduzir
polinucleotideos numa célula hospedeira, incluindo, por exemplo
empacotamento do polinucleotideo em um virus (ou em um vetor viral) e
transdugiio de uma célula hospedeira como o virus (ou vetor) ou por meio de
procedimentos de transfec¢do conhecidos na técnica. Referidos
procedimentos s3o exemplificados pelas patentes dos E.U.A. nums.
4,399,216, 4,912,040, 4,740,461, e 4,959,455 (todas incorporadas aqui por
referéncia para qualquer fim). Geralmente, o procedimento de transformagio
usado pode depender do hospedeiro a ser transformado. Métodos de
introduzir polinucleotideos heterdlogos em células mamiferas sdo bem
conhecidos na técnica e incluem, embora sem limitag3o, transfec¢do mediada
com dextrano, precipitagdo com fosfato de calcio, transfec¢do mediada com
polibreno, fusio de protoplasto, eletroporagdo, encapsulagdo do
polinucleotideo(s) em liposomas, e microinjeg¢do direta do DNA nos nucleos.

De acordo com determinadas concretizagdes dos métodos da
invengdo, uma molécula de acido nucleico codificando a seqiiéncia de
aminoacidos de uma regido constante de cadeia pesada, uma regido variavel
de cadeia pesada, uma regido constante de cadeia leve, ou uma regido variavel

de cadeia leve de um anticorpo IL-1R1 da invengdo, € inserida em um vetor

i
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de expressdo apropriado utilizando-se técnicas convencionais de ligagdo. Em
um concretizagio preferida, a regifio constante de cadeia pesada ou de cadeia
leve de IL-1R1 é anexada na ponta C da regifio variavel apropriada e € ligada
em um vetor de expressio. O vetor ¢ selecionado tipicamente para ser
funcional na célula hospedeira particular empregada (isto €, o vetor €
compativel com o maquinario da célula hospedeira de tal forma que possa
ocorrer amplificagio do gene e/ou da express3o do gene). Para uma revisdo de
vetores de expressio, ver, Goeddel (ed.), 1990, Meth. Enzymol. Vol. 185,
Academic Press. N.Y.

Tipicamente, vetores de expressdo utilizados em qualquer das
células hospedeiras conterdo seqiiéncias para manutengio de plasmideo e para
clonagem e expressio de seqiiéncias de nucleotideos exogenas. Estas
seqiiéncias, referidas coletivamente como "seqiiéncias de flanqueamento” em
determinadas concretizagdes incluirdo tipicamente uma ou mais das
seqiiéncias de nucleotideos a seguir: um promotor, uma ou mais seqiiéncias
acentuadoras, uma origem de replicagdo, uma seqiiéncia de terminagdo
transcricional, uma seqiiéncia de intron completa contendo um sitio de
recomposi¢io doador e receptor, uma seqiiéncia que codifica uma seqiiéncia
lider para secregdo de polipeptideo, um sitio de ligagdo de ribossoma, uma
seqiiéncia de poliadenilagdo, uma regido de poliligando para inserir o acido
nucleico que codifica o polipeptideo a ser expresso, € um elemento marcador
selecionavel. Cada uma destas seqiiéncias encontra-se discutida abaixo.

Opcionalmente, o vetor pode conter uma seqiiéncia codificante
"etiqueta", isto é, uma molécula de oligonucleotideo localizada na ponta 5' ou
3' da seqiiéncia codificante de polipeptideo de IL-1R1; a seqiiéncia de
oligonucleotideo codifica polyHis (como hexaHis), ou outra "etiqueta”, como
FLAG, HA (virus da influenza de hemaglutinina), ou myc para o qual existem
anticorpos comercialmente obteniveis. Tipicamente, esta etiqueta € fundida ao

polipeptideo mediante expressdo do polipeptideo, e pode servir como um
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meio para purificagdo por afinidade ou detec¢do do anticorpo IL-1R1 da

célula hospedeira. A purificagio por afinidade pode ser realizada, por
exemplo, por meio de cromatografia de coluna utilizando-se anticorpos contra
a etiqueta como uma matriz de afinidade. Opcionalmente, a etiqueta pode ser
removida subseqiientemente do polipeptideo de IL-1R1 purificado por
diversos meios, como com a utiliza¢do de determinadas peptidases para
clivagem.

Seqiiéncias de flanqueamento podem ser homélogas (isto €, da
mesma espécie e/ou cepa que a célula hospedeira), heterolégas (isto €, de uma
espécie diferente da cepa ou espécie de célula hospedeira), hibridas (isto €,
uma combinacfio de seqiiéncias de flanqueamento de mais de uma fonte),
sintéticas ou nativas. Assim, a fonte de uma seqiiéncia de flanqueamento pode
ser qualquer organismo procariético ou eucaridtico, qualquer organismo
vertebrado ou invertebrado, ou qualquer planta, desde que a seqiiéncia de
flanqueamento seja funcional no maquinario da célula hospedeira, € possa ser
ativada ali.

Seqiiéncias de flanqueamento uteis nos vetores desta invengado
podem ser obtidas por meio de qualquer um de varios métodos bem
conhecidos na técnica. Tipicamente, seqiiéncias de flanqueamento uteis aqui
terdo sido previamente identificadas por meio de mapeamento e/ou por meio
de digestio com endonuclease de restri¢dio e, assim, podem ser isoladas da
fonte de tecido apropriada utilizando-se as endonucleases de restri¢do
apropriadas. Em alguns casos, a seqiiéncia de nucleotideos plena de uma
seqiiéncia de flanqueamento pode ser conhecida. Aqui, a seqiiéncia de
flanqueamento pode ser sintetizada utilizando-se os métodos descritos aqui
para sintese ou clonagem de acido nucleico.

Onde se conhece toda ou apenas uma por¢do da seqiiéncia de
flanqueamento, ela pode ser obtida utilizando-se reagdo em cadeia de

polimerase (PCR) e/ou por meio de sele¢do de uma biblioteca gendmica com
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uma sonda apropriada, como um oligonucleotideo e/ou fragmento de
seqiiéncia de flanqueamento da mesma espécie ou de outra espécie. Onde ndo
se conhece a seqiiéncia de flanqueamento, ¢ possivel isolar um fragmento de
DNA contendo uma seqiiéncia de flanqueamento de um pedago maior de
DNA que pode conter, por exemplo, uma seqiiéncia codificante ou mesmo
outro gene ou outros genes. O isolamento pode ser realizado por meio de
digestdo com endonuclease de restrigdo para produzir o fragmento de DNA
apropriado seguido de isolamento utilizando-se purificagdo em gel de agarose,
cromatografia de coluna Qiagen® (Chatsworth, CA), ou outros métodos
conhecidos pelo artesdo versado. A sele¢do de enzimas apropriadas para se
realizar esta finalidade sera facilmente aparente para alguém com préatica
ordindria na técnica.

Uma origem de replicagdo € tipicamente uma parte daqueles
vetores de expressdo procaridticos adquiridos comercialmente, € a origem
auxilia na amplificagdo do vetor numa célula hospedeira. Se o vetor de escol
ndo contiver um sitio de origem de replicacdo, € possivel sintetizar um
quimicamente com base numa seqii€éncia conhecida, e ligar o mesmo no vetor.
Por exemplo, a origem de replicagdo do plasmideo pBR322 (New England
Biolabs, Beverly, MA) é adequada para a maior parte das bactérias gram-
negativas, € vdarias origens virais (por exemplo, SV40, polioma, adenovirus,
virus da estomatite vesicular (VSV), ou papilomavirus, como HPV ou BPV)
sdo uteis para clonar vetores em células mamiferas. Geralmente, o
componente de origem de replicagdo nZo € necessario para vetores de
expressdo mamiferos (por exemplo, a origem SV40 ¢ utilizada
freqiientemente porque s6 contém o promotor precoce do virus).

Uma seqiiéncia de terminagdo de transcrigio encontra-se
localizada tipicamente a 3' relativamente & ponta da regido codificante de
polipeptideo e serve para terminar transcrigdo. Usualmente, uma seqiiéncia de

terminag¢do de transcrigdo em células procaridticas é uma fragmento rico em
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G-C seguido de uma seqiiéncia poly-T. Embora a seqiiéncia seja facilmente
clonada de uma biblioteca ou mesmo adquirida comercialmente obtenivel
como parte de um vetor, ela pode ser facilmente sintetizada utilizando-se
métodos para sintese de acido nucleico, como aqueles descritos aqui.

Um gene marcador selecionavel codifica uma proteina
necessaria para a sobrevivéncia e o crescimento de uma célula hospedeira
desenvolvida em um meio de cultura seletivo. Genes marcadores de selegdo
tipicos codificam proteinas que (a) conferem resisténcia a antibidticos ou
outras toxinas, por exemplo, ampicilina, tetraciclina, ou canamicina para
células hospedeiras procaridticas; (b) complementam deficiéncias
auxotréficas da célula; ou (¢) fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis de
meios complexos ou definidos. Marcadores selecionaveis preferidos sdo o
gene de resisténcia a canamicina, o gene de resisténcia a ampicilina, € o gene
de resisténcia a tetraciclina. Um gene de resisténcia a neomicina também pode
ser usado para selegdo em células hospedeiras procarioticas e eucaridticas.

E possivel utilizar outros genes selecionaveis para amplificar o
gene que sera expresso. Amplificagdo € o processo em que genes que se
encontram em maior demanda para a producdo de uma proteina critica para
crescimento ou sobrevivéncia da célula sdo reiterados geralmente em tandem
com os cromossomos de geragdes sucessivas de células recombinantes.
Exemplos de marcadores selecionaveis apropriados para células mamiferas
incluem diidrofolato redutase (DHFR) e timidina quinase desprovida de
promotor. Transformantes de células mamiferas sdo colocados sob pressdo de
selecdo sendo que apenas os transformantes sdo adaptados unicamente para
sobreviver em virtude do gene selecionavel presente no vetor. A pressdo de
selegdo é imposta cultivando-se as células transformadas em condi¢des em
que a concentracdo de agente de selecio no meio ¢ incrementada
sucessivamente, levando com isto a amplificagdo do gene selecionavel e

também do DNA que codifica outro gene, como polipeptideo IL-1RI1
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compreendendo o vetor. Como um resultado, sintetiza-se a partir do DNA
amplificado maiores quantidades de um polipeptideo, como polipeptideo IL-
IR1.

Geralmente € necessario um sitio de ligagdo de ribossoma para
iniciacdo da traducdo de mRNA e que ¢é caracterizado por uma seqiiéncia
Shine-Dalgarno (procariontes) ou uma seqiiéncia Kozak (eucariontes). O
elemento encontra-se localizado tipicamente a 3' do promotor € a 5' da
seqiliéncia codificante do polipeptideo a ser expresso.

Em alguns casos, como onde se deseja glicosilagdo em um
sistema de expressdo de célula hospedeira eucaridtica, € possivel manipular as
diversas seqii€ncias pré- ou pro- para melhorar glicosilagdo ou rendimento.
Por exemplo, € possivel alterar o sitio de clivagem de peptidase de um
peptideo-sinal particular, ou adicionar seqiiéncias pro-, que também podem
afetar glicosilagdo. O produto de proteina final pode apresentar, na posi¢ao 1
(relativamente ao primeiro aminoacido da proteina madura) um ou mais
aminoacidos adicionais incidentes a expressdo, que podem ndo ter sido
totalmente removidos. Por exemplo, o produto de proteina final pode
apresentar um ou dois radicais de aminoacidos encontrados no sitio de
clivagem de peptidase, ligados a ponta amino. Alternativamente, o uso de
alguns sitios de clivagem com enzima pode resultar numa forma ligeiramente
truncada do polipeptideo desejado, se a enzima cortar numa area dentro do
polipeptideo maduro.

Os vetores de expressdo € clonagem da invengdo conterdo
tipicamente um promotor que € reconhecido pelo organismo hospedeiro e
ligado operacionalmente a molécula que codifica o anticorpo anti-IL-1R1.
Promotores sdo seqiiéncias ndo-transcritas localizadas a montante (isto €, a 5')
do cédon de partida de um gene estrutural (geralmente dentro de cerca de 100
a 1000 bp [pares de bases]) que controlam a transcri¢io do gene estrutural.

Promotores sdo agrupados convencionalmente em uma de duas classes:
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promotores induziveis e promotores constitutivos. Promotores induziveis
iniciam niveis incrementados de transcricio de DNA sob seu controle em
resposta a alguma alteragdo em condi¢Ges de cultura, como a presenga ou
auséncia de um nutriente ou uma alteragdo na temperatura. Promotores
constitutivos, por outro lado, iniciam produgdo continua de produto génico;
ou seja, ha pouco ou nenhum controle sobre a expressdo do gene. Conhece-se
bem um grande nimero de promotores, reconhecidos por uma variedade de
células hospedeiras potenciais. Um promotor apropriado ¢é ligado
operacionalmente ao DNA codificando cadeia pesada ou cadeia leve
compreendendo um anticorpo anti-IL-1R1 da inven¢do por meio da remogio
do promotor do DNA-fonte por meio de digestdo com enzima de restri¢do e
inser¢do da seqiiéncia de promotor desejada no vetor.

Promotores apropriados para uso com hospedeiros de levedura
também s3o bem conhecidos na técnica. Utiliza-se vantajosamente
acentuadores de levedura com promotores de levedura. Promotores
apropriados para uso com células hospedeiras mamiferas sdo bem conhecidos
e incluem, embora sem limitagcdo, aqueles obtidos dos genomas de virus,
como poliomavirus, virus da variola avicola, adenovirus (como Adenovirus
2), papiloma-virus bovino, sarcoma-virus avicola, citomegalovirus, retrovirus,
virus da hepatite B e, da forma mais preferivel, virus simio 40 (SV40). Outros
promotores mamiferos apropriados incluem promotores mamiferos
heterdlogos, por exemplo, promotores de choque de calor e o promotor de
actina.

Promotores adicionais que podem ser de interesse incluem,
embora sem limitagdo: a regido do promotor precoce de SV40 (Bernoist e
Chambon, 1981, Nature 290:304-10); o promotor de CMV; o promotor
contido na repeti¢do terminal longa a 3' do sarcoma-virus de Rous
(Yamamoto et al., 1980, Cell 22:787-97); o promotor de timidina quinase do
herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1444-45); as
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seqiiéncias reguladoras do gene de metalotionina (Brinster et al., 1982, Nature
296:39-42); vetores de expressdo procaridticos, como o promotor de beta-
lactamase (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:3727-
31); ou o promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:21-25). Também s3o interessantes as regides de controle transcricional
animal a seguir, que apresentam especificidade para tecido e que foram
utilizadas em animais transgénicos: a regido de controle de gene da elastase 1
gue ¢ ativa em células acinar pancreaticas (Swift et al., 1984, Cell 38:639-46;
Omnitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409
(1986); MacDonald, 1987, Hepatology 7:425-515); a regido de controle do
gene da insulina que é ativo em células beta pancreaticas (Hanahan, 1985,
Nature 315:115-22); a regido de controle do gene da imunoglobulina que ¢
ativa em células linfoides (Grosschedl et al., 1984, Cell 38:647-58; Adames et
al., 1985, Nature 318:533-38; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-
44); a regido de controle de virus do tumor mamario em camundongo que €
ativa em células testiculares, da mama, linféides e mastocitos (Leder et al.,
1986, Cell 45:485-95); a regido de controle do gene da albumina que € ativa
no figado (Pinkert et al., 1987, Genes e Devel. 1:268-76); a regido de controle
do gene da alfa-feto-proteina que ¢ ativa no figado (Krumlauf et al., 1985,
Mol. Cell. Biol. 5:1639-48; Hammer et al., 1987, Science 235:53-58); a
regifo de controle do gene da alfa 1-antitripsina que ¢ ativa no figado (Kelsey
et al., 1987, Genes € Devel. 1:161-71); a regido de controle do gene da beta-
globina que ¢ ativa em células mieldides (Mogram et al., 1985, Nature
315:338-40; Kollias et al., 1986, Cell 46:89-94); a regido de controle do gene
da proteina basica mielina que € ativa em células de oligodendrécitos no
cérebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:703-12); a regido de controle do gene
de cadeia leve-2 da miosina que ¢ ativa no muisculo esquelético (Sani, 1985,
Nature 314:283-86); e a regido de controle do gene do hormonio liberador

gonadotrépico que € ativa no hipotdlamo (Mason et al., 1986, Science
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234:1372-78).

E possivel inserir uma seqiiéncia acentuadora no vetor para
incrementar transcri¢do de DNA que codifica cadeia leve ou cadeia pesada
compreendendo um anticorpo anti-IL-1R1 da invengdo por eucariontes
superiores. Acentuadores s3o elementos de DNA com ac¢#o cis, usualmente
com comprimento de cerca de 10-300 bp, que atuam no promotor para
incrementar transcri¢do. Acentuadores sdo relativamente independentes da
orientagdo e posic¢do. Eles foram encontrados a 5' e 3' relativamente a unidade
de transcri¢do. Conhece-se viarias seqiiéncias acentuadoras obteniveis de
genes mamiferos (por exemplo, globina, elastasa, albumina, alfa-feto-proteina
e insulina). Tipicamente, contudo, utiliza-se um acentuador de um virus. O
acentuador de SV40, o acentuador de promotor precoce do citomegalovirus, o
acentuador do polioma, e acentuadores de adenovirus conhecidos na técnica
sdo elementos acentuadores exemplares para a ativagdo de promotores
eucarioticos. Embora um acentuador possa ser recomposto no vetor em uma
posi¢do 5' ou 3' relativamente a uma molécula de acido nucleico, sendo que
encontra-se localizado tipicamente em um sitio a 5' do promotor.

Vetores de expressdo da inveng¢do podem ser construidos a
partir de um vetor de partida, como um vetor comercialmente obtenivel.
Referidos vetores pode ou nio conter todas as seqiiéncias de flanqueamento
desejadas. Onde uma ou mais das seqiiéncias de flanqueamento, como aqui se
descreveu, j4 ndo estdo presentes no vetor, elas podem ser obtidas
individualmente e ligadas no vetor. Métodos usados para obter cada uma das
seqiiéncias de flanqueamento sfio bem conhecidos por alguém versado na
técnica.

ApOs se ter construido o vetor e se ter inserido uma molécula
de 4cido nucleico que codifica cadeia leve ou cadeia pesada ou cadeia leve e
cadeia pesada compreendendo um anticorpo anti-IL-1R1 no sitio apropriado

do vetor, o vetor completado pode ser inserido em uma célula hospedeira
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apropriada para amplificagdo e/ou expressio do polipeptideo. A
transformac¢do de um vetor de expressdo para um anticorpo anti-IL-1R1 numa
célula hospedeira selecionada pode ser realizada por meio de métodos bem
conhecidos, incluindo transfecg¢io, infecgdo, co-precipitagdo com fosfato de
calcio, eletroporagdo, microinje¢do, lipofeccdo, transfec¢gdo mediada com
DEAE-dextrano, ou outras técnicas conhecidas. O método selecionado sera,
em parte, uma fun¢do do tipo de célula hospedeira a ser usada. Estes métodos
e outros métodos apropriados s3o bem conhecidos pela pessoa versada na
técnica, € sdo apresentados, por exemplo, em Sambrook ef al., supra.

A célula hospedeira, quando cultivada em condigdes
apropriadas, sintetiza um anticorpo anti-IL-1R1 que pode ser coletado
subseqientemente do meio de cultura (se a célula hospedeira secretar o
mesmo no meio) ou diretamente da célula hospedeira que produz o mesmo (se
ndo for secretado). A sele¢cdo de uma célula hospedeira apropriada dependera
de varios fatores, como niveis de expressdo desejados, modificagdes no
polipeptideo que sdo desejaveis ou necessarias para a atividade (como
glicosilagdo ou fosforilagdo) e facilidade de dobragem em uma molécula
biologicamente ativa.

Linhas de células mamiferas obteniveis como hospedeiros para
expressdo sio bem conhecidas na técnica e incluem, embora sem limitagao,
muitas linhas de células imortalizadas obteniveis junto & American Type
Culture Collection (A.T.C.C.), incluindo, embora sem limitagdo, células de
ovario de hamster chinés (CHO), células HeLa, células de rim de himster
bebé (BHK), células de rim de macaco (COS), células de carcinoma
hepatocelular humano (por exemplo, Hep G2), e uma quantidade de outras
linhas de células. Em determinadas concretizagdes, € possivel selecionar
linhas de células determinando-se quais linhas de células apresentam altos
niveis de expressdo e produzem anticorpos com propriedades de ligagdo de

IL-1R1 constitutivas. Em outra concretizagdo pode-se selecionar uma linha de

M
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células da linhagem de células B que ndo produz seu préprio anticorpo, mas
que apresenta uma capacidade de gerar e secretar um anticorpo heterélogo
(por exemplo, linhas de células de mieloma de camundongo NSO e SP2/0).

Anticorpos da invengdo sdo uteis para detectar IL-1R1 em
amostras bioldgicas e identificagdo de células ou tecidos que produzem
proteina de IL-1R1. Referidos anticorpos que se ligam a IL-1R1 e bloqueiam
interagdo com outros compostos de ligacdo apresentam uso terapéutico na
modula¢do de doengas mediadas com IL-1. Em concretiza¢des preferidas,
anticorpos para IL-1R1 podem bloquear ligagdo de IL-1R1 a IL-18 ou IL-1¢,
o que pode resultar em disrupcao da cascata de transdugdo de sinal de IL-1.

Anticorpos da invengdo que se ligam especificamente ligam-se
a IL-1R1 podem ser tteis no tratamento de doengas mediadas com IL-1, com
discutido abaixo. Referidos anticorpos podem ser usados em ensaios de
ligagdo para detectar ligagdo de IL-1R1 e sua capacidade de inibir IL-1R1 de
formar um complexo com proteina acessoria de IL-13 e IL-1R (IL-1RAcP) ou
com IL-1a e IL-1RacP.

Em determinadas concretizagdes, a invengdo proporciona
métodos de tratar disturbios clinicos associados com reagdes inflamatdrias
mediadas com IL-1 ou rea¢des imunorreguladoras mediadas com IL-1. Os
métodos da inveng¢do incluem administrar um anticorpo anti-IL1R1 da
invengdo a um individuo que ¢ afligido por uma doenga inflamatéria ou
imunorreguladora que é mediada com IL-1. Como usados aqui, os termos
"doenga", "condi¢do clinica", ou "condi¢do anormal", s3o usados
intercambiavelmente com o termo "disttirbio clinico".

Em uma concretiza¢do particular, os métodos da invengdo
envolvem administrar a um paciente um anticorpo anti-IL-1R1 da invengéo,
prevenindo com isso a ligagdo de IL-1 a seu receptor de superficie celular (IL-
IR1).

Para tratar um disturbio clinico caracterizado por expressdo

pia
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anormal ou excessiva de IL-I ou sinalizagdo anormal ou excessiva de IL-1,
uma molécula compreendendo um anticorpo de IL-1R tipo 1 desta invengdo €
administrada ao paciente numa quantidade e durante um periodo suficiente
para induzir uma melhora sustentado em pelo menos um indicador que reflete
a gravidade do disturbio. Uma melhora € considerada "sustentada" se o
paciente apresentar a melhora em pelo menos duas ocasides separadas durante
pelo menos quatro semanas. O grau de melhora ¢ determinado com base em
sinais ou sintomas, ¢ também pode-se empregar questionarios que Sdo
fornecidos ao paciente, como questionarios sobre a qualidade de vida.

Pode-se recorrer a varios indicadores que refletem a extensao
da doen¢a do paciente para determinar se a quantidade e o tempo do
tratamento sdo suficientes. O valor da linha de base para o indicador ou
indicadores selecionados é determinado por meio de exame do paciente antes
da administra¢do da primeira dose do anticorpo. De preferéncia, o exame de
linha de base é realizado dentro de cerca de 60 dias da administracdo da
primeira dose. Se o anticorpo de IL-1R for administrado para tratar sintomas
agudos, como por exemplo, para tratar lesGes traumaticas (lesdo traumatica do
joelho, ataque, lesdo na cabega, etc.), a primeira dose ¢ administrada assim
que praticamente possivel apds a ocorréncia da lesdo ou evento.

A melhora € induzida por meio da administragdo repetida de
uma dose de anticorpo até que o paciente manifeste uma melhora
relativamente 2 linha de base para o iniciador ou indicadores selecionados. No
tratamento de condi¢gdes cronicas, este grau de melhora € obtido
administrando-se repetidamente este medicamento durante um periodo de
pelo menos um més ou mais, por exemplo, durante um, dois ou trés meses ou
mais, ou indefinidamente. Freqiientemente um periodo de uma a seis
semanas, ou mesmo uma dose unica, ¢ suficiente para tratar condig¢Oes
agudas.

Embora a extensdo da doenca do paciente apOs tratamento
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possa parecer melhorada de acordo com um ou mais indicadores, tratamento
pode ser continuado indefinidamente no mesmo nivel ou numa dose ou
freqiiéncia reduzida. Uma vez que o tratamento foi reduzido ou interrompido,
ele pode ser prosseguido mais tarde no nivel original caso sintomas voltem a
aparecer.

E possivel utilizar qualquer via de administragio considerada
eficaz para administrar terapeuticamente o anticorpo. O anticorpo pode ser
injetado pelas via intra-articular, intravenosa, intramuscular, intralesional,
intraperitoneal, intracraniana, por inalagdo ou subcutdnea, por inje¢do de
bolus ou infusdo continua. Por exemplo, doengas pulmonares podem envolver
métodos intranasais € de inalagdo. Outros meios vantajosos de administra¢do
incluem liberagdo controlada de implantes, inalagdo de aerossol, gotas
oftalmicas, preparagdes orais, incluindo pilulas, xaropes, losangos ou goma de
mascar, e preparagdes topicas, como logdes, géis, sprays, ungiientos ou outras
técnicas apropriadas. Administragdo por inalag@io é particularmente benéfica
quando se trata doengas associadas com distirbios pulmonares.

Em uma concretizagdo da invengdo, um anticorpo anti-IL-1R1
da inveng¢do pode ser administrado uma vez ao més. Em outra concretizagdo o
anticorpo ¢ administrado uma vez a cada duas semanas ou uma Vvez por
semana para tratar varios distirbios clinicos divulgados aqui. Em outra
concretizac¢ao adicional o anticorpo € administrado pelo menos duas vezes por
semana, € em outra concretizagio ¢ administrado pelo menos uma vez por dia.
Um paciente adulto é uma pessoa com 18 anos de vida ou mais velha. Se
injetada, a quantidade efetiva, por dose de adulto, abrange de 1-200 mg/m’,
ou de 1-40 mg/m® ou cerca de 5-25 mg/m’. Alternativamente, é possivel
administrar uma dose plana, cuja quantidade pode abranger de 2-400
mg/dose, 2-100 mg/dose ou de cerca de 10-80 mg/dose. Se a dose for
administrada mais de uma vez por semana, uma faixa de dose exemplar €

idéntica as faixas de dosagem descritas previamente ou menor. Em uma
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concretiza¢do da invengdo, as varias indicagbes descritas abaixo sdo tratadas
por meio de administragdo de uma preparagio aceitavel para inje¢do contendo
anticorpo de receptor de IL-1 a 80-100 mg/dose, ou alternativamente,
contendo 80 mg por dose. A dose € administrada repetidamente. Caso se
utilize uma via de administra¢do diferente de inje¢do, a dose € ajustada
apropriadamente de acordo com praticas clinicas convencionais. Por exemplo,
se a via de administragdo for inala¢do, a dosagem pode ser de uma a sete
vezes por semana a faixas de dosagem de 10 mg/dose a 50 mg por dose.

Em concretizagdes preferidas, a invengdo também proporciona
composi¢des farmacéuticas compreendendo uma quantidade terapeuticamente
efetiva de uma ou de uma pluralidade de anticorpos da invengdo em conjunto
com um diluente, veiculo, solubilizador, emulsificante, conservante e/ou
adjuvante farmaceuticamente aceitavel. De preferéncia, materiais de
formulagdo aceitdveis sdo ndo-toxicos para os recipientes nas dosagens €
concentragdes empregadas. Em concretizagSes preferidas, proporciona-se
composi¢Bes farmacéuticas compreendendo uma quantidade terapeuticamente
efetiva de anticorpos anti-IL-1R1.

Em determinadas concretizagdes, a composi¢cdo farmacéutica
pode conter materiais de formulagfo para modificar, manter ou conservar, por
exemplo, o pH, a osmolaridade, viscosidade, claridade, cor, isotonicidade,
odor, esterilidade, estabilidade, taxa de dissolugdo ou de liberagdo, adsor¢ao
ou penetragdo da composicdo. Nessas concretizagdes, materiais de formulagdo
vantajosos incluem, embora sem limitagdo, aminoécidos (como glicina,
glutamina, asparagina, arginina ou lisina); antimicrobianos; antioxidantes
(como 4cido ascérbico, sulfito de sddio ou hidrogeniossulfito de sodio);
tamponantes (como borato, bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos ou outros
acidos organicos); agentes encorpantes (como manitol ou glicina); agentes
quelantes (como etilenodiamina 4cido tetraacético (EDTA)); agentes

complexadores (como cafeina, polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina ou
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hidroxipropil-beta-ciclodextrina); cargas; monossacarideos; dissacarideos; e
outros carboidratos (como glucose, manose ou dextrinas); proteinas (como
albumina do soro, gelatina ou imunoglobulinas); agentes corantes,
aromatizantes e diluentes; agentes emulsificantes; polimeros hidrofilicos
(como polivinilpirrolidona); polipeptideos com baixo peso molecular; contra-
ions formadores de sal (como sodio); conservantes (como cloreto de
benzalconio, acido benzdico, acido salicilico, timerosal, alcool de fenetila,
metilparabeno, propilparabeno, cloro-hexidina, acido sérbico ou peroxido de
hidrogénio); solventes (como glicerina, propileno glicol ou polietileno glicol);
alcodis de agicar (como manitol ou sorbitol); agentes de suspensio;
tensoativos ou agentes umectantes (como plurdnicos, PEG, ésteres de
sorbitano, polissorbatos, como polissorbato 20, polissorbato 80, triton,
trimetamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes incrementadores de
estabilidade (como sucrose ou sorbitol); agentes incrementadores de
tonicidade (como halogenetos de metal de 4lcali, de preferéncia cloreto de
s6dio ou potassio, manitol ou sorbitol); veiculos de fornecimento; diluentes;
excipientes e/ou adjuvantes farmacéuticos. Ver, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18% edi¢do, (A.R. Gennaro, ed.), 1990, Mack Publishing Company.

Em determinadas concretizagdes, a composi¢do farmacé€utica
6tima sera determinada por alguém versado na técnica dependendo, por
exemplo, da via intencionada para administra¢do, do formato de fornecimento
e dosagem desejada. Ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra. Em determinadas concretiza¢des, referidas composigdes
podem influenciar o estado fisico, estabilidade, taxa de liberagdo in vivo e
taxa de eliminag¢#o in vivo dos anticorpos da invengao.

Em determinadas concretizagdes, o veiculo ou suporte
primario em uma composi¢do farmacéutica pode ter natureza aquosa ou nao-
aquosa. Por exemplo, um veiculo ou suporte apropriado pode ser dgua para

inje¢dio, solugdo salina fisioldgica ou fluido cerebro-espinhal artificial,
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possivelmente suplementado com outros materiais comuns em composi¢des
para administragdo parenteral. Solug@o salina tamponada neutra ou solugdo
salina misturada com albumina de soro sZo veiculos exemplares adicionais.
Em concretizagdes preferidas, composigdes farmacéuticas compreendem
tamponante Tris com pH de cerca de pH 7,0-8,5, ou tamponante de acetato
com pH de cerca de pH 4,0-5,5, e podem incluir adicionalmente sorbitol ou
um substituto vantajosos para o mesmo. Em determinadas concretizagdes da
invengdo, é possivel preparar composi¢des de anticorpo anti-IL-1R1 para
armazenamento por meio de misturagio da composi¢do selecionada
apresentando o grau desejado de pureza com agentes de formulag@o opcionais
(Remington's Pharmaceutical Sciences, supra) na forma de uma torta
liofilizada ou de uma solu¢do aquosa. Adicionalmente, em determinadas
concretizagdes, o produto de anticorpo anti-IL-1R1 pode ser formulado como
um liofilizado empregando-se excipientes, COmo sucrose.

As composi¢des farmac€uticas da invengdo podem ser
selecionadas para fornecimento parenteral. As composigdes podem ser
selecionadas para inalagdo ou para fornecimento através do trato digestivo,
como oralmente. A preparagdo de referidas composigdes farmaceuticamente
aceitaveis encontra-se dentro da pratica da técnica.

Os componentes de formulacdo estdo presentes, de
preferéncia, em concentragdes que sdo aceitaveis no sitio de administragao.
Em determinadas concretizagdes utiliza-se tamponantes para manter a
composi¢do a pH fisiolégico ou a um pH ligeiramente inferior, tipicamente
numa faixa de pH de cerca de 5 a cerca de 8.

Quando se considera a administragdo parenteral, as
composi¢des terapéuticas para uso nesta invengfo podem ser fornecidas em
forma de uma solugdo aquosa isenta de pirdgeno, parenteralmente aceitével
compreendendo o anticorpo anti-IL-1R1 desejado em um veiculo

farmaceuticamente aceitavel. Um veiculo particularmente vantajoso para
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inje¢do parenteral é agua destilada estéril em que o anticorpo anti-IL-1R1 €
formulado como uma solu¢do estéril, isotdnica, adequadamente conservada.
Em determinadas concretizagdes, a preparagio pode envolver a formulagdo da
molécula desejada com um agente, como microesferas injetaveis, particulas
bio-erodiveis, compostos poliméricos (como acido polilactico ou &cido
poliglicdlico), pérolas ou liposomas, que podem proporcionar liberagdo
controlada ou sustentada do produto que pode ser fornecido via injecdo de
depdsito. Em determinadas concretizagdes também ¢ possivel usar acido
hialurbnico, exercendo o efeito de promover duracdo sustentada na
circulagdo. Em determinadas concretizagdes, ¢ possivel utilizar dispositivos
de fornecimento de drogas implantaveis para introduzir a molécula de
anticorpo desejada.

Composi¢des farmacéuticas da inven¢do podem ser
formuladas por inalagdo. Nestas concretizagdes, anticorpos anti-IL-1R1 séo
formulados como um pd seco para inalagdo. Em concretizagdes preferidas,
também ¢é possivel formular solu¢es para inalagdo de anticorpo anti-IL-1R1
com um propelente para fornecimento em aerossol. Em determinadas
concretizagdes, solugdes podem ser nebulizadas. Administragdo pulmonar e
métodos de formulagdo para a mesma sdo descritos adicionalmente na
Publicagdo de Patente Internacional n®° WO094120069, incorporada por
referéncia, que descreve fornecimento pulmonar de proteinas quimicamente
modificadas.

Considera-se também que formulagdes podem  ser
administradas oralmente. Anticorpos anti-IL-1R1 que sdo administrados desta
maneira podem ser formulados com ou sem veiculos comumente usados na
composi¢do de formas de dosagem solidas, como tabletes e capsulas. Em
determinadas concretizagdes pode-se indicar uma capsula para liberar a
por¢do ativa da formulagdo no ponto do trato gastrintestinal quando a

biodisponibilidade é maximizada e a degradagdo pré-sistémica ¢ minimizada.
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E possivel incluir agentes adicionais para facilitar a absor¢do do anticorpo
anti-IL-1R1. Também ¢é possivel utilizar diluentes, aromatizantes, ceras com
baixo ponto de fusdo, Oleos vegetais, lubrificantes, agentes de suspensio,
agentes de desintegragdo de tabletes, e ligandos.

De preferéncia proporciona-se uma composi¢do farmacéutica
da inven¢do que compreende uma quantidade efetiva de um ou de uma
pluralidade de anticorpos anti-1L-1R1 em uma mistura com excipientes ndo-
toxicos que sdo adequados para a fabricagdo de tabletes. Mediante dissolugao
dos tabletes em agua estéril, ou outro veiculo apropriado, € possivel preparar
solucdes em forma de dosagem unitiria. Excipientes vantajosos incluem,
embora sem limitagdo, diluentes inertes, como carbonato de calcio,
bicarbonato ou carbonato de sodio, lactose, ou fosfato de calcio; ou agentes de
ligagio, como amido, gelatina, ou acacia; ou agentes lubrificantes, como
estearato de magnésio, acido estearico, ou talco.

Composi¢des farmacéuticas adicionais serdo evidentes para
aqueles com pratica na técnica, incluindo formulagbes que envolvem
anticorpos anti-IL-1R1 em formulagdes de fornecimento sustentado ou
controlado. Técnicas para formular uma variedade de outros meios de
fornecimento sustentado ou controlado, como veiculos de lipossoma,
microparticulas bio-erodiveis ou pérolas porosas e inje¢des de depdsito,
também s3o conhecidas por aqueles versados na técnica. Ver por exemplo,
Publicagio de Patente Internacional n° WO93/15722, incorporada por
referéncia, que descreve liberagdo controlada de microparticulas poliméricas
porosas para fornecimento de composi¢Ges farmacéuticas. PreparagGes de
liberagdo sustentada podem incluir matrizes de polimero semi-permeaveis na
forma de artigos modelados, por exemplo peliculas, ou microcéapsulas.
Matrizes de liberagio sustentada podem incluir poliésteres, hidroggéis,

polilactideos (como divulgado na Patente U.S. 3,773,919 e Publica¢do de
Pedido de Patente Européia n° EP 058481), copolimeros de 4cido L-glutdmico
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e gama etil-L-glutamato (Sidman ez al., 1983, Biopolymers 22:547-556), poli
(2-hidroxietil-metacrilato) (Langer er al., 1981, J. Biomed. Mater. Res.
15:167-277 e Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-105), etileno acetato de vinila
(Langer et al., supra) ou acido poli-D(-)-3-hidroxibutirico (Publica¢do de
Pedido de Patente Européia n® EP 133,988). Composi¢oes de liberagdo
sustentada também podem incluir liposomas que podem ser preparados por
meio de qualquer um dos diversos métodos conhecidos na técnica. Ver por
exemplo, Eppstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692;
Publicag¢do de Pedido de Patente Européia n® EP 036,676; EP 088,046 ¢ EP
143,949.

Composi¢es farmacéuticas usadas para administragdo in vivo
sdo proporcionadas tipicamente como preparagdes estéreis. Esterilizagdo pode
ser realizada por meio de filtragdo por meio de membranas de filtragdo estéril.
Quando a composi¢do € liofilizada, a esterilizagdo utilizando este método
pode ser conduzida antes ou ap0s a liofilizagdo e reconstituigdo. Composi¢oes
para administragio parenteral podem ser armazenadas em forma liofilizada ou
em uma solugdo. Composigdes parenterais sio geralmente colocadas em um
recipiente apresentando uma abertura de acesso estéril, uma bolsa de solugdo
intravenosa ou um frasco apresentando uma tampa perfuravel com um agulha
de injecdo hipodérmica.

Uma vez formulada a composi¢do farmacéutica, esta pode ser
armazenada em frascos estéreis como uma solugfo, suspenszo, gel, emulsio,
s6lido, ou como um po6 desidratado ou liofilizado. Referidas formulagdes
podem ser armazenadas em forma de pronto emprego ou numa forma (por
exemplo, liofilizada) que é reconstituida antes da administraggo.

A invenc¢do também proporciona kits para produzir uma
unidade de administragdo em dose unica. Os kits da invengdo podem conter,
cada um, um primeiro recipiente apresentando uma proteina seca, € também

um segundo recipiente contendo uma formulagdo aquosa. Em determinadas
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concretizagOes desta invengdo, proporciona-se kits contendo seringas simples
e de cAmaras multiplas previamente enchidas (por exemplo, seringas liquidas
e lio-seringas).

A quantidade efetiva de uma composi¢cdo farmacé€utica
contendo anticorpo anti-IL-1R1 a ser empregada terapeuticamente dependera,
por exemplo, do contexto e dos objetivos terapéuticos. Alguém versado na
técnica considerara que os niveis de dosagem apropriados para tratamento
variardo dependendo, em parte, da molécula fornecida, da indicagdo para a
qual se esta utilizando o anticorpo anti-IL-1R1, da via de administragio, e do
tamanho (peso corporal, superficie do corpo, ou tamanho do 6rgédo) e/ou
condi¢fio (a idade e estado geral de saide) do paciente. Em determinadas
concretizagdes, o clinico pode titular a dosagem e modificar a via de
administracdo de forma a obter o efeito terapéutico 6timo. Uma dosagem
tipica pode abranger de cerca de 0,1 pg/kg até cerca de 100 mg/kg ou mais,
dependendo dos fatores indicados acima. Em concretizagdes preferidas, a
dosagem pode abranger de 0,1 mg/kg até cerca de 100 mg/kg; mais
preferivelmente de 1 pg/kg até cerca de 100 mg/kg; ou ainda mais
preferivelmente de 5 pg/kg até cerca de 100 mg/kg.

A freqiiéncia de dosagem dependera dos paradmetros
farmacocinéticos do anticorpo anti-IL-1R1 particular na formulag@o utilizada.
Tipicamente, um clinico administra a composi¢do até atingir uma dosagem
que proporcione o efeito desejado. A composi¢do pode ser administrada,
portanto, como uma dose simples, ou como duas ou mais doses (que podem
ou ndo conter a mesma quantidade da molécula desejada) ao longo do tempo,
ou como uma infusdo continua via um cateter ou dispositivo de implantagao.
Um refinamento adicional da dosagem apropriada ¢ realizado rotineiramente
por aqueles com pratica ordinaria na técnica e encontra-se no dmbito das
tarefas realizadas rotineiramente por aqueles. Dosagens apropriadas podem

ser determinadas através do uso de dados apropriados relativos a dose-
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A via de administragdo da composi¢io farmacéutica € de
acordo com métodos conhecidos, por exemplo oralmente, por meio de inje¢do
pelas vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intra-parenquimal),
intracerebroventricular, intramuscular, intraocular, intra-arterial, intraportal,
ou intralesional; por meio de sistemas de liberago sustentada ou por meio de
dispositivos de implantagdo. Em determinadas concretizagdes, as
composi¢Bes podem ser administradas por meio de inje¢do de bolus ou,
continuamente, por meio de infusdo, ou por meio de dispositivo de
implantacao.

A composi¢do também pode ser administrada localmente via
implantagdo de uma membrana, esponja ou outro material apropriado sobre o
qual a molécula desejada foi absorvida ou encapsulada. Em determinadas
concretizacdes, onde se utiliza um dispositivo de implantagdo, o dispositivo
pode ser implantado em qualquer tecido ou érgéo adequado, € o fornecimento
da molécula desejada pode ser via difusdo, bolus de liberagdo prolongada, ou
administracdo continua.

Também pode ser desejavel utilizar composi¢des
farmacéuticas de anticorpo anti-IL-1R1 de acordo com a invengdo ex vivo.
Nesses casos, células, tecidos ou 6rgdos que foram removidos do paciente sdo
expostos a composi¢des farmacéuticas de anticorpo anti-IL-1R1 apds o que as
células, tecidos e/ou orgios sdo implantados subseqiientemente de volta no
paciente.

Em particular, anticorpos anti-IL-1R1 podem ser fornecidos
mediante implantagio de determinadas células que foram manipuladas
geneticamente, utilizando-se métodos, como aqueles aqui descritos, para
expressar e secretar o polipeptideo. Em determinadas concretizagdes,
referidas células podem ser células animais ou humanas, € podem ser

autdlogas, heteroldgas, ou xenogenéticas. Em determinadas concretizagdes, as
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células podem ser imortalizadas. Em outras concretiza¢des, visando diminuir
a possibilidade de uma resposta imunoldgica, as células podem ser
encapsuladas para evitar infiltragdo de tecidos adjacentes. Em concretizagoes
adicionais, os materiais de encapsulagdo consistem tipicamente de membranas
ou envelopes poliméricos semi-permeaveis biocompativeis que permitem a
liberagdo do produto(s) de proteina, mas impedem a destruigdo das c€lulas
pelo sistema imunoldgico do paciente ou por outros fatores detrimentais dos
tecidos circundantes.

Em determinadas concretizagdes, a invenc¢do abrange
adicionalmente a administra¢io de um anticorpo anti-IL-1R1 ou composigdo
farmacéutica da invengdo concorrentemente com uma ou mais outras drogas
que sdo administradas ao mesmo paciente, sendo que cada droga €
administrada de acordo com um regime vantajoso para aquele medicamento.
Isto abrange pré-tratamento, tratamento simultaneo, tratamento seqiiencial e
regimes alternantes. Exemplos de referidas drogas incluem, embora sem
limitagdo, antivirais, antibi6ticos, analgésicos, corticosterdides, antagonistas
de citocinas inflamatdrias, drogas anti-reumaticas modificadoras de doengas
(DMARD:s), e antiinflamatoérios ndo-esterdides.

Em outras concretizagdes, um anticorpo anti-IL-1R1 ou
composi¢do farmacéutica da invengfo pode ser administrada em combinagdo
com outros inibidores de citocina, incluindo aqueles que antagonizam, por
exemplo, RANKL, TGF, IFNy, IL-6 ou IL-8 e TNF, particularmente TNFa.
Em combinagio com IL-6, um anticorpo desta inveng@o pode ser usado para
tratar e prevenir a recorréncia de ataques, incluindo ataques induzidos por
antagonismo de receptor de GABA,, ataques associados com episddios ictais
de EEG e ataques limbicos motores que ocorrem durante o status epilepticus.
Em combinagio com inibidor de IFNy, um anticorpo desta invengdo € util
para tratar fibrose pulmonar idiopatica e fibrose cistica. A combinagdo de um

anticorpo de receptor de IL-1 e inibidores RANKL, por exemplo um
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anticorpo RANKL ¢ 1til para prevenir destrui¢do Ossea em varios cenarios
incluindo, embora sem limitagdo, varios distirbios reumaticos, osteoporose,
mieloma multiplo ou outras malignidades que causam degeneragdo Ossea, ou
terapia anti-tumor objetivada em prevenir metistase para O 0Sso, ou
destrui¢do Ossea associada com fragmentos de desgaste de protese ou com
periodontite.  Adicionalmente, anticorpos da inven¢do podem ser
administrados em combinagdo com inibidores de IL-17 referidas formas de
um receptor de IL-17 (como IL-17R:Fc) ou um anticorpo de IL-17 ou
anticorpo IL-17R, proteina de liga¢do de IL-18, formas soluveis de receptores
de IL-18, e anticorpos IL-18, anticorpos contra receptores de IL-18 ou
anticorpos contra ligando de CD30 ou contra CD4.

A invengdo abrange adicionalmente métodos para utilizagdo de
um anticorpo anti-ILIR1 ou composi¢do farmac€utica da invengdo no
tratamento dos disturbios clinicos aqui divulgados em combinagdo com um
inibidor de TNF, preferivelmente TNFR:Fc (ENBREL®) e qualquer
combinacdo das citocinas e inibidores de citocina descritos acima que s&o
agentes ativos em terapias de combinagdo. Por exemplo, de acordo com a
presente inveng3o, é possivel utilizar métodos de terapia de combinagdo para
tratar artrite reumatdide, AVC, asma, psoriase, etc.

Condi¢Oes tratadas efetivamente com um anticorpo anti-IL-
IR1 ou composi¢do farmacéutica aqui divulgados incluem doengas
pulmonares, como asma, doenga pulmonar obstrutiva cronica, proteinose
alveolar pulmonar, fibrose e pneumopatia induzida com bleomicina, fibrose
pulmonar induzida com radiagdo, fibrose cistica, acimulo de colageno nos
pulmdes, e ARDS, sendo todas estas tratadas com combinag¢des de um
anticorpo para IL-1R e um inibidor de IL-4 e/ou inibidor de IL-13, por
exemplo anticorpo de IL-4R que inibe atividade de IL-13 e IL-4. Os
anticorpos € composi¢des farmacéuticas da invengdo divulgados também sdo

Uteis para tratar displasia bronco-pulmonar (BPD); doengas pulmonares
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obstrutivas cronicas (por exemplo enfisema e bronquite cronica), e doenga
pulmonar fibrdtica crénica de criangas prematuras. Adicionalmente, os
compostos, composi¢des e terapias de combinagio da invengdo sdo usados
para tratar doengas ocupacionais do pulmdo, incluindo asbestose,
pneumoconiose do trabalhador do carvio, silicose ou condigdes semelhantes
associadas com exposi¢do prolongada a particulas finas. Em outros aspectos
da inveng#o, os compostos, composigdes e terapias de combinagado divulgados
sdo usados para tratar pneumonia organizadora de bronchioliterans, fibrose
pulmonar, incluindo fibrose pulmonar idiopatica e fibrose pulmonar induzida
por radiagdo; sarcoidose pulmonar; e alergias, incluindo rinite alérgica,
dermatite de contato, dermatite atOpica e asma.

Referidas combinag¢Bes também sfo uteis para tratar pacientes
que sofrem de varios disturbios da pele, incluindo, embora sem limitar-se a
dermatitis herpetiformis (doenga de Duhring), dermatite atépica, dermatite de
contato, urticaria (incluindo wurticiria idiopatica cronica), e doengas
autoimunes formadoras de bolhas, incluindo pemphigus vulgaris e penfigdide
buloso. Outras doengas trataveis com a combinag@o de um anticorpo IL-1R €
um inibidor de IL-4 e/ou IL-13 incluem myesthenia gravis, sarcoidose,
incluindo sarcoidose pulmonar, escleroderma, artrite reativa, sindrome hiper
IgE, esclerose miltipla e sindrome hipereosinéfila idiopatica. A combinagdo
também ¢ utilizada para tratar reagles alérgicas a medicagdo € como um
adjuvante na imunoterapia de alergias.

Os anticorpos de receptor de IL-1 e composi¢Oes
farmacéuticas aqui descritas sdo Wteis para tratar doengas protozoarias,
incluindo maléria e esquistossomose e para tratar erythema nodosum
leprosum; meningite bacteriana ou viral; tuberculose, incluindo tuberculose
pulmonar; e pneumonite secundaria a uma infec¢do bacteriana ou viral,
incluindo infec¢do por influenza e mononucleose infecciosa.

Lesoes e distarbios cardiovasculares s3o trataveis e/ou podem
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ser prevenidos como descrito com composi¢des farmacéuticas ou anticorpos
anti-IL1-R1 sozinhos ou em combinagdo com outros inibidores de citocina.
Disturbios cardiovasculares que podem ser tratados incluem aneurismas
adrticos; incluindo aneurismas adrticos abdominais, sindrome coronaria
aguda, arterite; oclusdo vascular, incluindo oclusdo arterial cerebral;
complicagdes de cirurgia de by-pass coronario; lesdo de reperfusdo
isquémica; doenga cardiaca, incluindo doenga do coragdo aterosclerdtico,
miocardite, incluindo miocardite autoimune cronica e miocardite viral; falha
cardiaca, incluindo falha cardiaca cronica, falha cardiaca congestiva, caquexia
da falha cardiaca; infarto miocardico; restenose e/ou aterosclerose apos
cirurgia cardiaca ou apos procedimentos angioplasticos com baldo na artéria
carftida; isquemia miocardial silente; disfungio da bomba ventricular
esquerda, complicagBes poés-implantagio de dispositivos auxiliares
ventriculares esquerdos; fenémenos de Raynaud; tromboflebite; vasculite,
incluindo vasculite de Kawasaki; doen¢a veno-oclusiva, arterite de células
gigantes, granulomatose de Wegener; confusdo mental apos cirurgia de by-
pass cardiopulmonar, e purpura de Schoenlein-Henoch.

Em determinadas concretizagdes, também € possivel utilizar
anticorpos anti-IL-1R1 e composi¢des farmacéuticas da inven¢do para tratar
condi¢gdes de dor cronica, como dor pélvica cronica, incluindo prostatite
cronica/sindrome da dor pélvica, € dor pds-herpética.

Disturbios do sistema enddcrino incluindo diabetes de inicio
juvenil (inclui diabetes melito autoimune e tipos de diabetes dependentes de
insulina) e diabetes de inicio na maturidade (inclui diabetes ndo-dependente
de insulina e diabetes mediada com obesidade) também podem ser tratados
com anticorpos anti-IL-1R1 ou composi¢des farmacéuticas da invengdo.
Referido tratamento inclui condi¢des secundérias associadas com diabetes,
como retinopatia diabética, rejei¢do de transplante de rim em pacientes

diabéticos, resisténcia a insulina mediada com obesidade, e falha renal, que,



LR 4

10

15

20

25

seoscee
TXX)

por si s6, pode ser associada com proteinuréia e hipertensdo. Outros disturbios
enddcrinos também sdo trataveis com estes compostos € incluem doenga do
ovario policistico, adrenoleucodistrofia ligada a X, hipotiroidismo e tiroidite,
incluindo tiroidite de Hashimoto (isto €, tiroidite autoimune), disfungdo das
células da tiredide, incluindo sindrome da doenga eutirdide.

Condigbes do sistema gastrintestinal sdo tratdveis ou podem
ser prevenidas com anticorpos anti-IL-1-R1 ou composigdes farmacé€uticas da
invengdo, sozinhos ou em combinagio com outros terapéuticos. Estas
condigdes incluem doenca coélica, doenga de Crohn; colite ulcerativa;
gastroparese idiopética; pancreatite, incluindo pancreatite cronica; pancreatite
aguda, doencga do intestino inflamatoério e tulceras, incluindo ulceras gastricas
¢ duodenais.

Disturbios do sistema genitourinario também sdo trataveis ou
podem ser prevenidos com anticorpos anti-IL-1R1 ou composigdes
farmacéuticas aqui descritas. Referidos distirbios incluem glomerulonefrite,
incluindo glomerulonefrite autoimune, glomerulonefrite devida a exposicédo a
toxinas ou glomerulonefrite secundaria a infecgdes com estreptococos
hemoliticos ou outros agentes infecciosos. Também € possivel tratar com os
compostos, composigdes e terapias de combinacdo da invengdo a sindrome
urémica e suas complicacdes clinicas (por exemplo, falha renal, anemia, e
cardiomiopatia hipertréfica), incluindo sindrome urémica associada com
exposi¢do a toxinas ambientais, drogas e outras causas. Complica¢des que
surgem de inflamagdo da parede da vesicula biliar que leva a alteragdo na
funcdo absorsiva sdo trataveis ou podem ser prevenidas com os anticorpos
desta inveng¢do. Incluem-se complicagdes como colelitiase (calculos na
vesicula) e coliedocolitiase (calculos nas vias bilidrias) e a recorréncia de
colelitiase e coliedocolitiase. Condi¢Oes adicionais trataveis com o0s
compostos, composi¢cdes € terapias de combinagdo da invengdo sio

complicagdes de hemodialise; condi¢des da prostata, incluindo hipertrofia
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prostitica benigna, prostatite ndo-bacteriana e prostatite cronica; e
complicagdes de hemodialise.

Também se proporciona aqui métodos de utilizagdo de
anticorpos anti-IL-1R1 da invengdo, composi¢des, € terapias de combinagdo
para tratar diversos distirbios hematolégicos e oncoldgicos. Por exemplo,
anticorpos anti-IL-1R1, sozinhos ou em combinagdo com outros inibidores de
citocina ou outros agentes ativos como descritos acima, podem ser utilizados
para tratar varias formas de céancer, incluindo leucemia mielégena aguda,
leucemia mieldgena crénica leucemia, carcinoma nasofaringeo virus-positivo,
glioma, canceres do colo, estdbmago, prostata, células renais, cervical e do
ovario, cancer do pulmio (SCLC e NSCLC), incluindo caquexia associada
com cancer, fadiga, astenia, sindrome paraneopléastica de caquexia e
hipercalcemia. Tumores soélidos, incluindo sarcoma, osteossarcoma, €
carcinoma, como adenocarcinoma (por exemplo, cancer da mama) ¢
carcinoma de células escamosas também sdo tratdveis. Canceres adicionais
que podem ser tratados incluem cancer do es6fago, cancer gastrico, carcinoma
da vesicula biliar, leucemia, incluindo leucemia mielégena aguda, leucemia
mielégena cronica, leucemia mieldide, leucemia linfoblastica crénica ou
aguda e leucemia de células peludas. Outras malignidades com potencial
metastasico invasivo, incluindo mieloma multiplo, podem ser tratadas com os
compostos, composigdes e terapias de combinacdo em pauta.

Adicionalmente, os anticorpos anti-IL-1R1 divulgados podem
ser usados para tratar anemias e distirbios hematolégicos, incluindo
neutropenia idiopatica crénica, anemia de doenga crénica, anemia apléstica,
incluindo anemia aplastica de Fanconi; purpura trombocitopénica idiopatica
(ITP);, puarpura trombocitopénica trombdtica, sindromes mielodisplasticas
(incluindo anemia refratiria, anemia refrataria com sideroblastos anelados,
anemia refratiria com excesso de blastos, anemia refratdria com excesso de

blastos em transformacdo); mielofibrose/metaplasia mieloide; e crise vaso-
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oclusiva de células em forma de foice. Diversos disturbios linfoproliferativos
também sdo tratdveis com anticorpos anti-IL-1R1 da invengdo, incluindo
sindrome linfoproliferativa autoimune (ALPS), leucemia linfoblastica cronica,
leucemia de células peludas, leucemia linfatica cronica, linfoma de células T
periféricas, linfoma linfocitico pequeno, linfoma de células de manto, linfoma
folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de células T positivo para virus de
Epstein-Barr, linfoma histiocitico, doenga de Hodgkin, linfoma agressivo
difuso, leucemias linfaticas agudas, doenga linfoproliferativa T gama, linfoma
de células B cutineas, linfoma de células T cutineas (isto é, fungdides da
micose) e sindrome de Sezary.

Condigdes hereditarias, como doenga de Gaucher, doenga de
Huntington, doenga de IgA linear, e distrofia muscular podem ser tratadas
com os anticorpos desta invengao.

Outras condi¢des trataveis ou que podem ser prevenidas com
os anticorpos de receptor de IL-1 ou composi¢des farmacéuticas incluem
aquelas resultantes de lesdes na cabega ou medula espinhal, incluindo
hematoma subdural devido a trauma na cabega. Em conex3o com esta terapia,
as composi¢des e combinagdes descritas sdo vantajosas para prevenir dano
neurolégico craniano e para prevenir e tratar cefaléia cervicogénica. As
composicdes € combinagBes descritas também sdo adequadas para tratar
efeitos colaterais neuroldgicos associados com irradiagdo do cérebro.

Anticorpos anti-IL-1R1 e composigdo farmacéutica da
invencio também sdo uteis para tratar condi¢des do figado, como hepatite,
incluindo hepatite alcodlica aguda, hepatite aguda viral ou induzida com
droga, hepatite A, B e C, colangite esclerosante, epitélio sinuséide hepatico, e
inflamacg3o do figado devido a causas desconhecidas.

Disturbios que envolvem perda de audigdo € que estdo
associados com expressio anormal de IL-1 podem ser tratados com os

anticorpos anti-IL-1R1 ou composi¢des farmacéuticas da invengdo. Distirbios
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do tipo referido incluem perda de audig¢@o associada com nervo coclear que,
como se considera, resulta de um processo autoimune, isto €, perda de
audi¢do autoimune. Também podem ser tratadas ou que podem ser prevenidas
com os anticorpos anti-IL-1R1 ou composi¢des farmacéuticas da invengdo a
sindrome de Meniere e colesteatoma, um disturbio do ouvido meédio
freqlientemente associado com perda de audigao.

Disturbios n#o-artriticos dos 0ssos € juntas € que também
podem ser tratados com os anticorpos descritos aqui. Estes abrange distirbios
de osteoclastos que levam a perda Ossea, como embora sem limitagdo,
osteoporose, incluindo osteoporose da menopausa, osteoartrite, periodontite
resultante de soltura ou perda dos dentes, e soltura de protese apods
substitui¢do de junta (geralmente associada com uma resposta inflamatoria a
fragmentos de desgaste). Esta ultima condi¢do também ¢ denominada
"ostedlise de implante ortopédico". Outra condi¢do que pode ser tratada com
0os compostos, composi¢des e terapias de combinagdo da invengdo € a
disfung¢io da junta mandibular temporal (TMJ).

Os anticorpos anti-IL-1R1 ou composigdes farmacé€uticas da
invengdo também podem ser usados para tratar distirbios reumaticos
incluindo artrite reumatoide adulta e juvenil; escleroderma; lapus eritematoso
sistémico; gota; osteoartrite; polimialgia reumatica; espondiloartropatias
soronegativas, incluindo espondilite anquilosante, e doenca de Reiter, artrite
psoriatica e artrirte de Lyme cronica. Os anticorpos desta inven¢do também
sdo uteis para tratar inflamagdo do musculo voluntirio € outros musculos,
incluindo dermatomiosite, miosite de corpos de inclusdo, polimiosite, €
linfangioleimiomatose.

Outro uso para os anticorpos € composi¢des farmacéuticas da
invengdo é o tratamento e/ou a preven¢do de amiloidose primaria € a
amiloidose secundaria que é caracteristica de diversas condi¢des incluindo

doenga de Alzheimer, amiloidose reativa secundaria; sindrome de Down; e
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amiloidose associada com didlise. Com os anticorpos ou composigGes
farmacéuticas da invencdo também € possivel tratar sindromes da febre
periodica herdada, incluindo febre Mediterranea familiar,
hiperimunoglobulina D e sindrome da febre periddica e sindromes periddicas
associadas com receptor de TNF (TRAPS).

Em outras concretizagdes, os anticorpos ou composigdes
farmacéuticas da invencdo podem ser usados para tratar disturbios
envolvendo a pele ou membranas mucosas. Distirbios do tipo referido
incluem doengas acantoliticas, incluindo doenga de Darter, queratose folicular
e pemphigus vulgaris. Distirbios de pele adicionais que podem ser tratados
utilizando-se anticorpos da inven¢io incluem acne, acne rosacea, alopecia
areata, estomatitea aftosa, penfigdide buloso, bums, eczema, eritema,
incluindo eritema multiforme e eritema multiforme bullosum (sindrome de
Stevens-Johnson), doenca de pele inflamatéria, lichen planus, doenga bulosa
de IgA linear (dermatose bulosa cronica da infancia), perda da elasticidade da
pele, ulceras da superficie das mucosas, incluindo tlceras gastricas, dermatite
neutrofilica (sindrome de Sweet), dermatomiosite, pityriasis rubra pilaris,
psoriase, pioderma gangrenoso, reticulo-histiocitose multicéntrica, € necrolise
epidérmica téxica. Outras condi¢des relacionadas com a pele que podem ser
tratadas com as terapias e terapias de combinagdo da presente invengdo
incluem dermatite herpetiforme.

Disturbios adicionais que podem ser tratados com os
anticorpos ou composi¢gdes farmacéuticas da invengdo incluem doenga
enxerto-versus-hospedeiro, € complicagdes resultantes de transplante de
orgdos solidos, como coragdo, figado, pele, rim, pulmio (obliteragdo das vias
aéreas por transplante de pulmdo) ou outros transplantes, incluindo
transplantes de medula Ossea.

Disturbios oculares também podem ser tratados ou prevenidos

com os anticorpos anti-IL-1R1 ou composigdes farmacéuticas descritos,
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incluindo descolamento retinal regmatégeno, e doenga inflamatéria do olho,
incluindo doenga inflamatéria do olho associada com o habito de fumar e
degeneracdo macular.

Anticorpos ou composi¢des farmacéuticas da invengdo, como
descritos aqui, sd3o uteis para tratar distirbios que afetam o sistema
reprodutivo feminino. Exemplos incluem, embora sem limita¢do, falha de
implantes multiplos/infertilidade; sindrome da perda fetal ou perda de
embrifio IV (aborto espontineo); gravidezes pré-eclampticas ou eclampsia;
endometriose, cervicite cronica, € parto prematuro.

Adicionalmente, os anticorpos ou composi¢des farmacéuticas
da invencdio sdo Uuteis para tratar e/ou prevenir ciatica, sintomas do
envelhecimento, reacdes graves a drogas (por exemplo, toxicidade de IL-2 ou
pneumopatia induzida com bleomicina e fibrose), ou para suprimir a resposta
inflamatéria antes, durante ou apOs a transfusdo de células sanguineas
vermelhas alogénicas na cirurgia cardiaca ou outra cirurgia, ou no tratamento
de uma les3o traumatica em um membro ou junta, como les3o traumatica do
joelho. Diversos outros disturbios clinicos tratdveis com os anticorpos anti-IL-
1R1 ou composi¢des farmacéuticas divulgados incluem: esclerose multipla;
sindrome de Behcet; sindrome de Sjogren; anemia hemolitica autoimune; beta
talassemia; esclerose lateral amiotrofica (doenga de Lou Gehrig); doenga de
Parkinson; associada com deficiéncias hereditarias, incluindo retardo mental
ligado a X.

Adicionalmente, os anticorpos anti-IL-1R1 ou composi¢Ges
farmacéuticas da inven¢dio s3o uteis para tratar lesdes no sistema nervoso
central (SNC), incluindo os efeitos de neurotransmissores neurotoxicos
descarregados durante a excitago de inflamag&o no sistema nervoso central, e
para inibir ou prevenir o desenvolvimento de cicatrizes gliais em sitios da
lesdio no sistema nervoso central. Em conexdo com epilepsia e o tratamento de

ataques apopléticos, reduzir a gravidade e o numero de ataques apopleticos
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recorrentes, € reduzindo a gravidade dos efeitos deletérios de ataques
apopléticos, reduzindo perda neuronial, degeneragdo neuronial, € gliose
associada com ataques apopléticos.

Usos adicionais para os anticorpos ou composi¢des
farmacéuticas da invengdo incluem, embora sem limitagdo, tratar miopatia e
polineuropatia de doenga critica (CIPNM) polineuropatia aguda; anorexia
nervosa;, paralisia de Bell; sindrome da fadiga cronica; deméncia
transmissivel, incluindo doenga de Creutzfeld-Jacob; neuropatia
desmielinizante; sindrome de Guillain-Barre; doenga de disco vertebral;
sindrome da Guerra do Golfo; polineuropatia desmielinizante inflamato6ria
cronica, miastenia grave; isquemia cerebral silente; disturbios do sono,
incluindo narcolepsia e apnéia do sono; degeneragdo neuronial crénica; €
AVC, incluindo doengas isquémicas. Outros usos adicionais para os
anticorpos da invengdo sdo anorexia e/ou condi¢Ges anoréxicas, peritonite,
endotoxemia e choque séptico, formagdo de granuloma, ataque por
intermagdo, sindrome de Churg-Strauss, inflamagdo cronica subseqiiente a
infecgdes agudas, como tuberculose e lepra, esclerose sistémica € cicatrizagdo
hipertrofica.

Em outras concretizagdes, proteinas de fusdo de avidina
compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos de um dos anticorpos de IL-
1R1 da inven¢do podem ser construidas para diversos fins. Proteinas de fusio
de avidina podem ser geradas, por exemplo, utilizando-se um vetor de
expressdo mamifero contendo seqiiéncia de cDNA codificando avidina de
galinha recombinante adjacente a um sitio de clonagem multiplo para inser¢do
de um parceiro de fusdo de gene-alvo especifico. O vetor pode incluir uma
seqiiéncia de avidina com sua seqiiéncia-sinal endbgena para permitir
secre¢io de parceiros de genes de fusdo distintos que ndo contém
naturalmente seqiiéncias-sinal. A proteina de fusfio expressa pelo vetor

apresenta um marcador de proteina avidina na por¢édo N-terminal do parceiro
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de fusfo. A estratégia de fusdo como descrita aqui apresenta a capacidade de
secretar proteinas que normalmente sdo expressas intracelularmente, como
genes de transducio de sinal ou receptores de hormonios nucleares.

Alternativamente, € possivel utilizar um vetor que codifica
avidina sem sua seqiiéncia-sinal endogena, que resultara na marcagdo C-
terminal de parceiros de proteina de fusdo. Uma fusdo de avidina C-terminal
também permite secre¢do de proteina com base na seqiiéncia-sinal enddgena
do parceiro de fusdo. Uma estratégia do tipo referido pode ser aplicada de
forma a permitir o correto processamento e dobragem da proteina ou para
determinar a validade de uma seqiiéncia-sinal proposta. Adicionalmente, o
vetor pode compreender uma seqiiéncia curta de nucleotideos codificando
uma seqiiéncia de aminoacidos, que pode atuar como um substrato clivavel
especifico para enzima, entre a avidina e seqiiéncias de parceiro de fusdo.
Referidas seqiiéncias clivaveis com enzima permitem a separagdo do parceiro
de fusdo da avidina para fins de purificagdo ou liberagdo de proteina.

E possivel utilizar proteinas de fusio de avidina da invengdo,
por exemplo, na sele¢do de anticorpos, caracterizagdo funcional
(determinagdo da utilidade de um anticorpo como um agonista ou antagonista,
agente neutralizador, etc.), mapeamento de epitopo, ou estratégias de
imunizag3o. Fusdes de avidina de uma proteina-alvo também podem ser
utilizadas em formatos de ensaios farmacocinéticos, de eficacia ou outro
ensaio convencional, projetados para testar amostras pré-clinicas ou amostras
clinicas de pacientes quanto a presenca do anticorpo terapéutico em amostras
de sangue, urina, ou outros tecidos. Parceiros de fusdo de proteina avidina
podem ser preparados como seqii€ncias truncadas ou de comprimento pleno,
dominios estruturais isolados especificos, ou como seqiiéncias quiméricas
com outros homoélogos do parceiro de fusdo de outras espécies.

Proteinas de fusdo de avidina podem ser expressas utilizando-

se meios convencionais de introduzir genes em células, como descrito aqui e
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conhecido na técnica. As proteinas podem ser expressas, por exemplo, em
células 293 ou CHO transfectando-se as células com uma construgio de fusdo
de avidina em uma solugdo de lipideos, como na Lipofectamine (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Meios condicionados e/ou lisados de células de células
expressando as proteinas de fusdo podem ser coletados e aplicados sobre um
substrato de ensaio, como pérolas de poliestireno revestidas com biotina ou
placas ELISA revestidas com biotina. A coleta do meio condicionado e/ou
lisado de células pode ser realizada em um momento que permite expressio
O0tima da proteina de fusdo. O momento pode ser determinado
experimentalmente por aqueles com pratica na técnica, porém usualmente é
de cerca de 48 horas apds a transfecgdo. Proteinas de fusdo também podem
ser analisadas na membrana celular ou intracelularmente quanto a expressdo e
funcionalidade na ligagdo de ligandos, receptores, ou anticorpos conhecidos.

Proteinas de fusdo de avidina da invengdo podem ser
analisadas por meio de qualquer método conhecido ou previamente
caracterizado que utiliza interagdes de biotina-avidina. Referidos métodos
incluem, embora sem limitagdo, citometria de fluxo e microscopia/formagio
de imagem fluorescente. Por exemplo, fus6es de avidina expressas em meios
ou lisados de células podem ser aplicadas sobre pérolas revestidas com
biotina e manchadas com um anticorpo anti-avidina marcado
fluorescentemente para indicar nivel de expressdo. Também € possivel aplicar
anticorpos fluorescentes que reconhecem o parceiro de fusdo de proteina
especifico em um formato multicolorimétrico. Adicionalmente, anticorpos
ndo-marcados especificos para o parceiro de fusdo de proteina podem ser
aplicados simultaneamente com anticorpos marcados fluorescentemente em
um ensaio de competicio.

Em determinadas concretizagdes, a inven¢do proporciona

métodos para mapear epitopos utilizando proteinas de fusdo de avidina. Um
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exemplo de um método de mapeamento de epitopos da invengio é
proporcionado abaixo no que se refere ao mapeamento de epitopos para
anticorpos anti-IL-1R1. No entanto, alguém com pratica na técnica
reconhecerd que referidos métodos podem ser aplicados facilmente no
mapeamento de epitopos para qualquer anticorpo € nio se limita a anticorpos
anti-IL-1R1. Por exemplo, cDNA que codifica avidina de galinha (com
seqiiéncia-sinal endoégena) pode ser conjugado a ponta 5' de ¢cDNAs que
codificam uma proteina de interesse (isto é uma proteina que é reconhecida
por anticorpos para os quais se deseja a determinagdo de um epitopo) fundida
a uma seqiiéncia FLAG-etiqueta na ponta 3'. Os genes de fusdo marcados com
FLAG podem ser montados em um vetor de expressdo utilizando-se técnicas
moleculares convencionais. E possivel gerar, com o uso de técnicas
convencionais, um quadro de proteinas de avidina mutantes marcadas com
FLAG em que determinados aminoacidos foram substituidos (por exemplo,
com radicais de aminoacidos correspondentes de outras espécies animais). As
proteinas mutantes e de tipo selvagem podem ser expressas em células
hospedeiras e a ligagio das proteinas mutantes ou de tipo selvagem com um
anticorpo de interesse pode ser detectada utilizando-se, por exemplo, analise
de Western blot ou ensaios de ligagdo a base de pérolas, como descrito aqui.
Assim, € possivel definir um epitopo determinando-se quais substitui¢des nas
proteinas mutantes destroem a ligagdo com o anticorpo de interesse.
EXEMPLOS

Os exemplos a seguir, incluindo os experimentos conduzidos e

os resultados obtidos sdo proporcionados apenas para fins ilustrativos € ndo

devem ser interpretados como limitando a inveng3o.

Exemplo 1
Producio de anticorpos monoclonais humanos contra receptor tipo 1 de
interleucina-1 (IL.-1R1)

Camundongos HuMab transgénicos
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Anticorpos monoclonais totalmente humanos para receptor
tipo 1 de IL-1 (IL-1R1) foram preparados utilizando-se a cepa HCo7 de
camundongos transgénicos, que expressa genes de anticorpo humano. Em
cada uma destas cepas de mouse, o gene endégeno de cadeia leve kappa de
camundongo foi disrompido homozigoticamente como descrito em Chen et
al. (1993, EMBO J. 12:811-820), e o gene enddgeno de cadeia pesada de
camundongo foi disrompido homozigoticamente como descrito no Exemplo 1
da Publicagio de Pedido de Patente Internacional No. WO 01/09187
(incorporado por referéncia). Cada uma destas cepas de camundongo porta
um transgene de cadeia leve kappa humana, KCo5, como descrito em
Fishwild ez al. (1996, Nature Biotechnology 14:845-851). A cepa HCo7 porta
o transgene de cadeia pesada humana de HCo7 como descrito nas patentes
dos E.U.A. nums. 5,545,806; 5,625,825; e 5,545,807 (incorporadas por
referéncia). A cepa HCo7 ¢é referida aqui como camundongos HuMab.

Imunizacdes de HuMab

Para gerar anticorpos monoclonais totalmente humanos para
IL-1R1, camundongos HuMab foram imunizados com IL-1R1 recombinante
purificado derivado de células de inseto ou mamiferas (por exemplo, células
CHO) como antigeno. Esquemas gerais de imunizagdo para camundongos
HuMab encontram-se descritos em Lonberg et al. (1994, Nature 368:856-859;
Fishwild et al., supra; e Publicagdo de Pedido de Patente Internacional No.
WO 98/24884, cujos ensinamentos sfo incorporados por referéncia).
Camundongos tinham 6-16 semanas de idade quando da primeira infusdo de
antigeno. Uma preparag@o recombinante purificada (25-50 pg) de antigeno de
IL-1R1 (por exemplo, purificada de células de inseto ou mamiferas
transfectadas expressando IL-1R1) foi usada para imunizar os camundongos
HuMab intraperitonealmente (IP) ou subcutaneamente (Sc).

Imuniza¢gdes de camundongos HuMab transgénicos foram

obtidas utilizando-se antigeno em adjuvante de Freund completo e duas
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inje¢des, seguido de 2-4 semanas de imunizagdo IP (até um total de 11
imunizagdes) com o antigeno em adjuvante de Freund incompleto. Vérias
duzias de camundongos foram imunizadas para cada antigeno. Um total de
149 camundongos da cepa HCo7 foram imunizados com IL-1R1. A resposta
imunolégica foi monitorada por meio de sangrias retroorbitais.

Para selecionar camundongos HuMab produzindo anticorpos
que se ligam a IL-1R1, soros de camundongos imunizados foram testados por
meio de ELISA como descrito por Fishwild et al., supra. Em resumo, placas
de microtitulag@o foram revestidas com IL-1R1 purificado recombinante de
c€lulas de inseto ou mamiferas a 1-2 pg/ml em PBS e 50 pl/pog¢o incubadas a
4°C de um dia para o outro, depois bloqueadas com 200 pl/pogo de soro de
galinha a 5 % em PBS/Tween (0,05 %). Dilui¢des de plasma de camundongos
imunizados com IL-1R1 foram adicionadas em cada pogo e incubadas durante
1-2 horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS/Tween e
depois incubadas com um reagente policlonal especifico para Fc de IgG anti-
humana de cabra conjugado com peroxidase de rabanete (HRP) durante 1
hora & temperatura ambiente. Placas foram lavadas com PBS/Tween e
incubadas com um reagente policlonal especifico para Fc de IgG anti-humana
de cabra conjugado com peroxidase de rabanete (HRP) durante 1 hora a
temperatura ambiente. ApoOs lavagem, as placas foram reveladas com
substrato ABTS (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, nimero de catalogo n°
A-1888, 0,22 mg/ml) e analisadas espectrofotometricamente a uma OD
[densidade Optica] de 415-495. Utilizou-se camundongos com titula¢des
suficientes de imunoglobulina humana anti-IL-1R1 para produzir anticorpos
monoclonais como descrito abaixo.

Geracdo de hibridomas produzindo anticorpos monoclonais humanos para IL-
I1R1

Camundongos foram preparados para produ¢do de anticorpos

monoclonais por meio de reforgo com antigeno intravenosamente 2 dias antes

%@‘
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do sacrificio, e removeu-se os bagos em seguida. Os esplendcitos de
camundongo foram isolados dos camundongos HuMab e fundidos com PEG a
uma linha de células de mieloma de camundongo utilizando-se protocolos
convencionais. Tipicamente, realizou-se 20-30 fusdes para cada antigeno.

Em resumo, suspensdes de células simples de linfdcitos
esplénicos de camundongos imunizados foram fundidas a uma quarta parte do
mumero de células de mieloma de camundongo ndo-secretadoras P3X63-
Ag8.653 (A.T.C.C., Numero de acesso CRL 1580) ou cé€lulas de mieloma de
camundongo ndo-secretadoras SP2/0 (A.T.C.C., CRL 1581) com 50 % de
PEG (Sigma). Células foram plaqueadas a aproximadamente 1 x 10°/pogo em
placas de microtitulagdo de fundo plano, seguido de uma incubagdo de cerca
de duas semanas em meio seletivo contendo 10 % de soro bovino fetal, 10 %
de meio condicionado P388D1- (A.T.C.C., Numero de acesso CRL TIB-63),
3-5 % de origem (IGEN) em DMEM (Mediatech, nimero de catalogo CRL
10013, com alto teor de glucose, L-glutamina e piruvato de sddio) mais 5 mM
de HEPES, 0,055 mM de 2-mercaptoetanol, 50 mg/ml de gentamicina e 1 x
de HAT (Sigma, nimero de catdlogo CRL P-7185). Apds 1-2 semanas,
células foram cultivadas em meio em que o HAT foi substituido por HT.

Os hibridomas resultantes foram selecionados quanto a
producdo de anticorpos especificos para antigeno. Pocos individuais foram
selecionados por meio de ELISA (descrito acima) quanto a anticorpos de IgG
monoclonais anti-IL-1R1 humanos. Assim que ocorreu crescimento extensivo
de hibridoma, meio foi monitorado, usualmente ap6s 10-14 dias. Hibridomas
secretadores de anticorpos foram replaqueados, novamente selecionados e, se
ainda positivos para IgG humana, anticorpos monoclonais anti-IL-1R1 foram
subclonados pelo menos duas vezes com dilui¢do limitante. Os subclones
estiveis foram entdo cultivados in vitro para gerar pequenas quantidades de
anticorpo em meio de cultura de tecido para caracterizagdo.

Selecdo de anticorpos monoclonais humanos que se licam a IL-1R1
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Utilizou-se um ensaio ELISA como descrito acima para
selecionar hibridomas que apresentaram reatividade positiva com imunégeno
de IL-1R1. Hibridomas que secretam um anticorpo monoclonal que se
ligaram com alta avidez a IL-1R1 foram subclonados e adicionalmente
caracterizados. Selecionou-se um clone de cada hibridoma que conservou a
reatividade de células parentais (como determinado por meio de ELISA) para
a preparacdo de um banco de células de 5-10 frascos armazenados em
nitrogénio liquido.

Realizou-se um ELISA especifico para isotipo para se
determinar o isotipo dos anticorpos monoclonais produzidos como divulgado
aqui. Nestes experimentos, pocos de placas de microtitulagdio foram
revestidos com 50 pl/pogo de uma solugdo de 1 pg/ml de cadeia leve kappa
anti-humana de camundongo em PBS e incubados a 4°'C de um dia para o
outro. Apos bloqueio com 5 % de soro de galinha as placas foram reagidas
com sobrenadante de cada anticorpo monoclonal testado € um controle de
1s6tipo purificado. Placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 1-
2 horas. Os pogos foram entdo reagidos com anti-soros policlonais anti-
humanos de cabra conjugados com peroxidase de rabanete especificos para
IgGl, IgG2 ou IgG4 humana e placas foram reveladas e analisadas como
descrito abaixo.

Anticorpos monoclonais de sobrenadantes de hibridoma que
apresentaram ligacdo significativa com IL-1R1 como detectado por ELISA
foram testados adicionalmente quanto a atividade biologica utilizando-se
ensaios de ligacdo in vitro € ensaios a base de condrécitos humanos e de
células sanguineas integrais. Os anticorpos que apresentaram a melhor
atividade foram denominados 15C4, 26F5, 27F2, 24E12, e 10H7. Os
anticorpos foram submetidos a um experimento de triagem preliminar de
epitopos. Placas ELISA foram revestidas com sIL-1R1 humana (1+2+3

dominio), sIL-1R1 humana truncada (1+2 dominio), sIL-1R1 de rato, sIL-1R



10

15

20

ss000e
(XXX 2R ]
(XX 2}
XXX}
[}
ee oo
.
XXX X RJ
[ XXX
[ XY X}
(XX 1]
o0 oo
ee o
o0 o

93

. . seoe L L4 d

tipo II humana, e ovalbumina (controle negativo). A ligagdo de anticorpo foi
detectada com um anticorpo Fe anti-humano conjugado com peroxidase de
rabanete (Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Os resultados encontram-se
resumidos na Tabela 2. Uma marca de verificagio (V) na Tabela 2 representa
um resultado positivo para ligagdo; "X" representa um resultado negativo.
Anticorpos 15C4, 26F5, 27F2 e 24E12 ligam-se apenas a proteina IL-1R1 que
apresenta todos os trés dominios extracelulares, indicando que os epitopos
para cada um enquadram-se no terceiro dominio. Anticorpo 10H7 liga-se ao
IL-1R1 de dominio extracelular de comprimento pleno e também a uma
proteina truncada que s6 apresenta dominios 1 e 2, demonstrando que o
epitopo para este anticorpo situa-se no dominio 1 ou 2. Nenhum dos
anticorpos testados apresenta reatividade cruzada com o receptor tipo II

humano ou com IL-1R1 de rato.

Tabela 2
. OA (Controle Hu sIL-1R1 | HusIL-1 RI | HusIL-1RII| RatsIL-1R1
Anticorpo negativo) (1+2,+‘3 (1-f2_ (1+%+_3 (1+2’+.3
Dominio) Dominio) Dominio) Dominio)
15C4 X N X X X
26F5 X v X X X
27F2 X N X X X
24E12 X vV X X X
10H7 X v N X X
Exemplo 2

Inibicio in vitro da formacio de complexo de receptor tipo 1 de IL-1 por
meio de anti-IL-1R1
Anticorpos

A capacidade dos anticorpos em inibir os eventos de ligagdo
extracelulares requerida para sinalizagdo de IL-1 foi avaliada com proteinas
recombinantes in vifro em um ensaio em que a ligagdo de IL-1 a IL-1R resulta
em formacdo de um sitio de ligacdo com alta afinidade por IL-1RAcP. A
ligagdo de IL-1RACP a IL-1R ligado a IL-1 (referida como uma "formagao de

complexo") é medida da maneira descrita a seguir. Proteinas recombinantes
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foram incubadas em ensaios de ligagdo em placas de microtitulagdo na
auséncia (controle) ou na presenga de anticorpos. Valores de ICs, foram
derivados de comparagdes de valores de controle com valores obtidos na
presenca de anticorpo a concentragdes entre 10 fM e 1 pM. Em resumo, o
ensaio foi conduzido como a seguir. IL-1R1 biotinilada e pérolas revestidas
com estreptavidina (Dynal, Dynabeads M-28) foram colocadas em placas de
microtitulagdo. Adicionou-se entdo anticorpo nos pogos apropriados em uma
diluigdo serial que cobre uma ampla faixa de concentragdes. Adicionou-se IL-
1B ou IL-1at a uma concentragdo de 1 nM, e adicionou-se IL1RAcP marcado
com ruténio (preparado com NHS-Etiqueta (IGEN) de acordo com protocolos
da IGEN) a uma concentragdo final de 5 nM. Ap6s incubagio durante 1 hora
a temperatura ambiente, a rea¢io de ligagdo foi analisada com um instrumento
ORIGEN™ 1,5 ou um instrumento M8 (IGEN International Inc.). A ligagdo
de IL-1RACcP a IL-1R1 ligado a IL-1 foi determinada detectando-se o sinal de
eletroquimioluminescéncia associado com as pérolas ligadas a IL-1R1. A
reducdo de sinal resultante da competi¢do de anticorpos da ligagdo de IL-1 ou
IL-1RAeP foi calculada como percentual de sinal de ECL para ligagdo
maxima (nenhuma competi¢io).

A curva de resposta de inibi¢do para cada anticorpo nestes
ensaios de ligagdo foi estabelecida e derivou-se as ICsos utilizando o software
PRISM™. Os resultados para inibi¢io de eventos de ligagdo induzidos com
IL-1B sdo ilustrados com o grafico na Figura 12. Os valores de ICsy para
inibicdo da forma¢io de complexo sdo mostrados na Tabela 3 abaixo.
Anticorpos 15C4, 26F5, 27F2, e 24E12 inibem fortemente a formagdo de
complexo. Estes anticorpos sdo todos ligando de terceiro dominio de IL-1R1,
como descrito acima. Anticorpo 10H7 pertence a uma classe de anticorpos
que se liga a uma construgdo do IL-1R que ndo apresenta o terceiro dominio.
10H7 é um inibidor menos potente de ligagdo impelida por IL-1 de IL-1RAcP

do que os ligandos de terceiro dominio. A inibi¢do da forma¢do de complexo
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pelos anticorpos da inveng¢do foi comparada com a inibi¢do por IL-1ra. Os
ligandos de terceiro dominio demonstraram capacidade semelhante ou
ligeiramente maior de inibir formagio de complexo em compara¢do com IL-
Ira.

Figura 13 ilustra a capacidade do anticorpo 15C4 em inibir
forma¢io de complexo IL-1R1/IL-1o/RAcP. A ICs, para formagdo de
complexo IL-1R1/IL-1a/RACcP foi de 43 pM.

Tabela 3
Anti-IL-1R1 humano
IC50 15C4 26F5 27F2 24E12 10H7 rll-1ra

limites de 96 pM 160 pM 333 pM 348 pM 5,3nM 555 pM
confiabilida| 71pMa | 118 pMa | 214pMa | 223pMa | 3,6nMa |414pMa
dede95 % | 129 pM 219 pM 517 pM 542 pM 7,5 nM 743 pM

Exemplo 3

Anticorpos anti-IL-1R1 inibem ligacio de IL.-18 e IL.-1ra ao Receptor
A capacidade de anticorpos anti-IL-1R1 de inibir ligag¢do de

IL-1B ou IL-lra a IL-1R1 foi avaliada em um ensaio com proteinas
recombinantes. A mistura de reagdo continha 0,1 mg/ml de estreptavidina
Dynabeads M-280 (Dynal) e 1 nM de IL-1R1 biotinilado. Adicionou-se
anticorpos a concentragdes de 320 nM a 0,3 nM. A adi¢do de IL-1B(5 nM)
marcada com ruténio ou IL-1ra (1 nM) iniciou a ligagdo que prosseguiu
durante 1 hora & temperatura ambiente. As misturas de reagdo foram medidas
como acima utilizando-se um instrumento ORIGEN™ 1,5 ou M8 (IGEN
International Inc.). A competi¢do foi calculada como o percentual de sinal de
ECL para ligagdo maxima (nenhuma competig@o). Anticorpos 15C4, 26F5, e
27F2, os anticorpos mais potentes, bloqueiam ligag&o do ligando (IL-1B) com
o receptor, mas nio interferem significativamente com a ligagdo de IL-Ira em
comparagdo com IgG de controle. Em contraste, anticorpo 24E12 liga-se a
receptor mas ndo bloqueia a ligagdo de IL-1B ou IL-Ira com o receptor.
Assim, o anticorpo 24E12 representa uma classe unica de ligandos de terceiro

dominio distinta da classe representada por 15C4, 26F5, e 27F2. Anticorpo
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10H7 inibe ambos, IL-13 e IL-Ira, de se ligarem ao receptor. Os resultados
encontram-se resumidos na Figura 14.

Exemplo 4

Ensaios com condrocitos e sangue integral humano

Condroécitos humanos primarios (Cell Applications Inc., San
Diego, CA) foram semeados em placas de 96 pogos a uma densidade de
10.000 células/poco em meio DMEM contendo 1 % de FBS e 1 % de Pen
Strep (GIBCO). Células foram deixadas recuperando de um dia para o outro
antes da adigdo de anticorpos anti-IL1-RI a concentragdes abrangendo de 10
nM a 0,1 pM durante 20 minutos. Adicionou-se IL-1§3 a uma concentragio de
1 pM (~ECsy) e sobrenadantes de cultura foram colhidos apds 16 horas de
incubaciio a 37 C. Niveis de IL-6 no sobrenadante foram medidos utilizando-
se um ELISA (Pierce-Endogen, Rockford, IL, n°® de catdlogo EH2IL-65) de
acordo com as instrugdes do fabricante. A curva de resposta de inibigdo para
cada anticorpo da invengdo nos ensaios a base de células foi estabelecida e
valores de ICsy foram derivados utilizando-se programa PRISM™.
Anticorpos 15C4, 26F5, e 27F2 sdo inibidores potentes de sinalizag@o de IL-1
em compara¢do com IL-1ra (Figura 15A). Anticorpos 24E12 e 10H7 sdo
marcantemente menos potentes do que 15C4 e 27F2 (Figura 15B). Os valores
de ICsy para inibi¢do da produgdo de IL-6 induzida por IL-1B condrocitos
humanos sdo mostrados nas Tabelas 4A e 4B (correspondendo a Figura 15A e
15B respectivamente).

Anticorpos monoclonais anti-IL-1R1 15C4, 26F5, e¢ 27F2
foram pré-incubados durante 40-60 minutos com sangue integral humano
coletado de voluntarios normais em recipientes a vacuo com heparina de
s6dio. Os ensaios foram realizados como a seguir: 100 pl de sangue
recentemente isolado foram repartidos em pogos de uma placa de 96 pogos.
Adicionou-se 50 pl de anticorpo em meio RPMI contendo 10 % de soro AB

humano. Em seguida, adicionou-se IL-13 a uma concentragdo de 30 pM
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(ECso). Sobrenadantes de cultura foram coletados apds 18 horas, e niveis de

IL-6 no sobrenadante foram medidos utilizando-se um ELISA. Como um

controle, IL-Ira foi pré-incubada durante 40-60 minutos com sangue integral e

mediu-se a produgdo de IL-6 como acima. Os trés anticorpos anti-IL-1R1

5  bloquearam a atividade de IL-1 com poténcia comparavel aquela de IL-Ira

(Figura 16). Os valores de ICs, para inibi¢do da produgdo de IL-6 induzida

por IL-1 em sangue integral humano sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 4A
Anticorpos anti-IL-1R1 humanos
ICs 15C4 27F2 26F5 rIL-1ra
limites de 16 pM 32 pM 26 pM 32 pM
confiabilidade de | 15pMa 18 pM |21 pM 249 pM | 19 pM a 36 pM | 22 pM ao 46 pM
95 %
Tabela 4B
Anticorpos anti-IL-1R1 humanos
ICs 15C4 27F2 10H7 24E12 rlL-ra
limites de 7pM 28 pM 7,5 pM NA 20 pM
confiabilidade | 58pMa | 22pMa35 [5,6nMa 10 nM NA 17 pM a 23
de 95 % 7,9 pM pM pM
10 Tabela §
Doador | Parametros de 15C4 26F5 27F2 IL-Tra
anélise
ICso 126 pM 410 pM 249 pM 241 pM
1047 limites de 47pMa | 213pMa790 | 88pMa 703 124 pM a
confiabilidade | 339 pM pM pM 471 pM
de 95 %
1319 ICso 111 pM 174 pM 579 pM 381 pM
limites de 59pM a 60pMa501 | 249pMal,3 167 pM a
confiabilidade | 208 pM pM nM 875 pM
de 95 %
Composto 1Csp 126 pM 372 pM 387 pM 264 pM
(Dados limites de 62pMa | 187pMa739 |202pMa748 | 134pMa
combinados) | confiabilidade | 255 pM pM pM 517 pM
de 95 %
Exemplo 5

Mutagénese e mapeamento de epitopos

Mutagénese direcionada para sitio (Altered Sites® in vitro

Mutagenesis System, Promega, Madison WI) de IL-1R1 foi usada para

15 preparar um quadro de proteinas mutantes ("muteinas") em que radicais de
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aminodcidos de rato foram substituidos pela seqiiéncia humana
correspondem. Construiu-se quinze plasmideos mutados diferentes (ver barras
numeradas na Figura 17). Plasmideos que codificam estas proteinas
substituidas € o IL-1R1 parental foram transfectados transientemente em
células CHO. Gerou-se transfectantes falsos como controles negativos. Meio
condicionado (CM) destas células foi concentrado ~20 vezes utilizando-se
colunas de concentragdo Centriprep 10 (Amicon). A expressdo das muteinas
foi avaliada por meio de SDS-PAGE e Western blotting. Treze proteinas
mutantes foram expressas em niveis que permitiram avalia¢do da ligagdo de
anticorpo. As proteinas foram carregadas sobre um gel, submetidas a
eletroforese e transferidas para membranas. As membranas foram bloqueadas
em 1 % de leite em PBS, 0,1 % de Tween-20 e depois incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente com anticorpos anti-IL-1R 15C4, 27F2, ou
24E12 a 0,5 ug/ml em PBS, 0,1 % de Tween-20. Apds lavagem, membranas
foram incubadas com IgG-Fc-HRP anti-humano de cabra. O sinal foi
detectado utilizando-se substrato de quimioluminescéncia (ECL) (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL). Seqiiéncias especificas para humanos criticas
para ligagio de anticorpo foram identificadas como aquelas que, quando
substituidas por seqiiéncias de rato, reduziram ou eliminaram sinal de ECL.
Reconhecimento com 15C4 de mutantes 1, 2, 4 e 10 foi prejudicado quando
comparado com 24E12 (Figura 18, quadro superior). De forma semelhante, a
ligagdo de 27F2 com mutantes 1, 2 e 4 foi prejudicada (Figura 18, quadro do
meio). 24E12 ndo apresentou ligagdo significativa com mutantes 12, 13, 14 ¢
15 (Figura 18, quadro inferior).

Isolamento e caracterizagdo de anticorpos anti-IL-1R1
humanos identificou trés classes distintas de anticorpos competitivos (Figura
19). Os inibidores mais fortes de atividade bioldgica de IL-1, como
demonstrado por bio-ensaios a base de células, sdo aqueles anticorpos que se

ligam ao terceiro dominio de IL-1R1 e previnem associagdo com IL-1-.
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Experimentos de mapeamento de epitopos utilizando um quadro de proteinas
mutantes de terceiro dominio demonstrou que esta classe de anticorpos, que
inclui 15C4, 27F2 e 26F5, compartilha um epitopo conformacional que se
superpde, mas que ndo ¢ idéntico. Figuras 20 e 21 ilustram a posi¢do de
epitopos 15C4 no terceiro dominio do receptor de IL-1, em um diagrama de
faixas de receptor de IL-1 ligado com IL-1ra (Schreuder et al., 1997, Nature
386:194-200). Os radicais de receptor de IL-1 que definem ligagdo da classe
de anticorpos mais potente sdo ilustrados em cinza. Estes anticorpos
demonstraram poténcia superior, e, assim, estes epitopos definem sitios de
ligagdo para anticorpos de uma classe superior. Os sitios de liga¢do de 15C4 e
27F2 sobrepdem-se mas nio sdo idénticos, conforme determinado pela andlise
mutacional dos 15 sitios diferentes dentro de IL-1R1 descrito acima. Os sitios
sdo ilustrados na Figura 17 como barras numeradas acima da seqiiéncia de
proteina. Sitios criticos de interagdo parecem encontrar-s€ em mutagdes nos
sitios 1 (LSDIA; SEQ ID NO: 41), 2 (VIDE; SEQ ID NO: 42), 4 (YSV) ¢ 10
(TCFA; SEQ ID NO: 43). Sitios de ligagdo de 15C4 e 27F2 encontram-se
compreendidos nos sitios 1 e 2, porque a substitui¢do dos radicais de rato
pelos radicais humanos em qualquer sitio elimina a ligago. 27F2 difere de
15C4 pelo fato de que alteragdes no sitio 4 eliminam completamente sua
ligacdo, enquanto que a ligagdio com 15C4 ¢ reduzida, porém ndo
completamente eliminada. Mutation 10 também reduz ligagdo com 15C4,
porém 27F2 nfo apresenta interagdo Obvia com este sitio. Examinacdo da
estrutura cristalina revela que estes radicais definem uma face do terceiro
dominio que é orientada no sentido do espago ocupado por ligando ligado
(Figuras 20 e 21) (Vigers et al., 1997, Nature 386:190-194).

A segunda classe de anticorpos identificada, representada por
10H7, ndo precisa do terceiro dominio para ligagdo, e, diferentemente da
classe preferida, inibe ligagdo com IL-1ra. Esta classe ¢ ativa em bio-ensaios,

porém é menos potente do que a classe preferida.
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Em contraste com a forte inibi¢do de bio-ensaios de IL-1 com
a classe preferida de anticorpos, 24E12 € um inibidor efetivo em bio-ensaios.
Anticorpo 24E12 inibe a ligagdo de IL-1RAcP com IL-1R ligado com IL-1. O
epitopo para esta classe de anticorpos, definida pelos mutantes 12, 13, 14 ¢
15, é proximal relativamente ao dominio de transmembrana de IL-1RI, ¢
encontra-se numa regido ndo diretamente envolvida em ligagdo com IL-1 ou
IL-1ra (Figura 22).

Exemplo 6

Clonagem das cadeias pesada e leve de anticorpo anti-IL-1R1
Clonagem da cadeia leve de MAb 15C4 anti-IL-1R1

As cadeias leves para trés hibridomas expressando anticorpos
monoclonais que ligam alL-1R1, 15C4, 27F2, e 26F5 foram clonadas no
vetor de expressdo de células mamiferas pPDSRa19 (ver Pedido Internacional,
Publica¢do n®° WO 90/14363, que é incorporado aqui por referéncia para
qualquer fim). A construgdo do plasmideo que codifica a cadeia leve kappa de
15C4 é descrita aqui explicitamente; a clonagem da outro espécie de cadeia
leve foi realizada utilizando-se procedimentos semelhantes. A regido varidvel
de cadeia leva kappa de olL-1R1 foi obtida utilizando-se métodos de
amplificagio com rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) de cDNA de
primeiro filamento preparado a partir de RNA total de 15C4 hibridoma de
alL-1R1 utilizando-se reagente TRIzol® (Invitrogen). cDNA de primeiro
filamento foi sintetizado utilizando-se um iniciador randémico com um
adaptador de extensdo (5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3/,
SEQ ID NO: 44) e 5' RACE (amplificagdo rapida de pontas de cDNA) fo1
realizada utilizando-se o kit GeneRacer™ (Invitrogen). No caso da cadeia
leve completa, o iniciador forward foi o iniciador embutido GeneRacer™ (5'-
GGA CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA -3'; SEQ ID NO: 45) e o
iniciador invertido foi 5'- GGG GTC AGG CTG GAA CTG AGG -3' (SEQ
ID NO: 46). Os produtos de RACE foram clonados em pCR4-TOPO

i
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(Invitrogen) e determinou-se as seqiiéncias de DNA. Utilizou-se a seqiiéncia
de DNA consensus da cadeia kappa de 15C4 para projetar iniciadores para
amplificagdo com PCR da cadeia de anticorpo de comprimento pleno. O
iniciador de PCR de kappa a 5' codificou a ponta amino da seqiiéncia-sinal,
um sitio de enzima de restrigdo Xbal, e uma seqiiéncia Kozak otimizada (5'-
CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT
CAT TGG G -3'; SEQ ID NO: 47). O iniciador a 3' codificou a ponta
carboxila e codon de terminagdo, € também um sitio de restricdo Sall (5'-
CTT GTC GAC TCA ACA CTC TCC CCT GTT GAA GCT C -3'; SEQ ID
NO: 48).
5’ alL-1R1 15C4 iniciador kappa (SEQ ID NO: 47):
5°- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GTC GCC ATC ACA ACT
Xbal Kozak M S P 8 Q L
CATTGG G -3’
I G (SEQID NO:49)

3’ odL.-1R1 15C4 iniciador kappa (SEQ ID NO: 48):
5°- CTT GTC GAC TCA ACA CTC TCC CCT GTT GAA GCT C -3°
Sall *  C E G R N F 8 (SEQIDNO:S50)
O clone de cadeia kappa de 15C4 de aIL-1R1 de comprimento
pleno foi obtido utilizando-se um pCR4: clone de kappa de 15C4 por meio de
amplificagdo com PCR com os iniciadores de kappa de 15C4 de aIL-1R1 a 5'
e 3'. A reagdo PCR gerou um produto de 733 pares de bases codificando o
233 radicais de aminoécidos (incluindo a seqiiéncia-sinal de cadeia kappa
com 19 aminoacidos) da cadeia kappa de 15C4 de alL-1R1. O produto de
PCR foi purificado utilizando-se um kit de purificagdo de PCR QIAquick
(Qlagen numero de catilogo 28104), cortado com Xbal e Sall, isolado com
gel e purificado utilizando-se um kit de extragdo em gel QIAquick (Qiagen

numero de catalogo 28704). Este fragmento de PCR contendo a cadeia kappa

(\D
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de 15C4 de olL-1R1 completa foi entdo ligada no vetor de expressdo
mamifero pDSRa19. O clone de expressdo da cadeia kappa de 15C4 teve o
DNA seqiienciado para confirmar que codificou o mesmo peptideo que foi
identificado no hibridoma de 15C4. O vetor de expressdo final,
pDSRa19:15C4 kappa tem 5468 pares de bases e contém as sete regides
funcionais descritas na Tabela 6.

Tabela 6
Quantidade de
pares de bases
do plasmideo:
2 a 881 Um sinal de poliadenilagdo/terminagdo de transcrigdo da subunidade o
do horménio de glicoproteina pituitaria bovina (a-FSH) (Goodwin et al.,
1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession Number
X00004)
882 a 2027 Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo contendo
o promotor DHFR end6geno de camundongo, as seqiiéncias
codificadoras de cDNA, e os sinais de poliadenilagdo/terminagdo de
transcricio de DHFR (Gasser et al, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell 19:355-64; Setzer et al., 1982, J.
Biol. Chem. 257:5143-7, McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem.
260:2307-14)
203123947 |seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicagdo do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)
3949 a4292 |Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)
4299 a 4565 |Um elemento acentuador de tradugio do dominio LTR de HTLV-1 (Seiki
et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:3618-22, Genbank Accession
Number J02029)
4574 24730 |Um intron dos sinais doadores/receptores de recomposigdo de 16S, 195
do SV40 (Okayama e Berg, 1983, Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)
4755 a 5468 | O cDNA de cadeia leve kappa de 15C4 entre os sitios Xbal ¢ Sall

Construcdo de pDSR19:hIgG1Cy

Construiu-se um plasmideo de expressdo de MAb de IgC1 de
regiio constante humana/regido variavel de rato pDSRa19: IgG1 (rVh/hChl)
como o resultado de uma ligagdo de trés pegas de produto de PCR de regido
variavel de anticorpo de rato terminado com Xbal e BsmBI, a regido constante
de IgG1 humana (dominios Cyj, articulagdo, Cy, € Cy3) derivada por meio de

clivagem com Sall e isolamento em gel do fragmento de BsmBI e Sall do
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plasmideo linear pDSRa19:hIgGl Cy (pontas Hindlll e BsmBI) e um
pDSRal9 linearizado com pontas Xbal e Sall (ver Pedido de Patente
Provisional dos E.U.A. co-pendente e¢ de co-propriedade n° 60/370,407,
depositado em 5 de abril de 2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing
Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors", incorporado por
referéncia). O vetor de expressdo final, IgGl de regido constante
humana/regido variavel de rato pDSRa19: (rVh/hChl), tem 6158 pares de

bases e contém as 7 regides funcionais descritas na Tabela 7.

Tabela 7

Quantidade de

pares de bases do

plasmideo:

2a88l1 Um sinal de poliadenilagio/terminagio de transcri¢do da subunidade
do horménio de glicoproteina pituitaria bovina (a-FSH) (Goodwin et
al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession
Number X00004)

882 a2027 Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo

contendo o promotor de DHFR enddgeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de  cDNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcrigdio de DHFR (Gasser et al.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980,
Cell 19:355-64; Setzer et al., 1982, J. Biol. Chem. 257:5143-7,
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947 Seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicagdo do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292 Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)

4299 a 4565 Um elemento acentuador de traducdo do dominio de LTR de HTLV-1

(Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:3618-22, Genbank
Accession Number J02029)

4574 a 4730 Um intron dos sinais doador/receptor de recomposi¢do de 16S, 19S do
SV40 (Okayama ¢ Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

4755 a 6158 O cDNA de cadeia pesada de rVh/hChl entre os sitios Xbal e Sall.
Esta seqiiéncia de fragmento de cadeia pesada € mostrada abaixo (SEQ
ID NO: 51) com as seqiiéncias dos sitios de restrigdo sublinhados:

z\’bﬂI

TCTAG ACCACCATGG ACATCAGGCT CAGCTTAGTT TTCCTTGTCC
TTTTCATAAA AGGTGTCCAG TATGAGGTAC AACTGGTGGA
GTCTGGGGGC GGCTTAGTAC AACCTGGAAG GTCCATGACA
CTCTCCTGTG CAGCCTCGGG ATTCACTTTC AGAACCTATG GCATGGCCTG
GGTCCGCCAG GCCCCAACGA AGGGTCTGGA GTGGGTCTICA
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TCAATTACTG CTAGTGGTGG TACCACCTAC TATCGAGACT CCGTGAAGGG
CCGCTTCACT ATTTTTAGGGO ATAATGCAAA AAGTACCCTA TACCTGCAGA
TGGACAGTCC GAGGTCTGAG GACACGGCCA CTTATTTCTG TACATCAATT
BsmBl1

TCGGAATACT GGGGCCACGG AGTCATGGTC ACCGTCICTA
GTGCCTCCACCAAGGGCCCA TCGGTCTTCC CCCTGGCACC CTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGCACAGC GGCCCTGGGC TGCCTGGTCA AGGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGT CGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCTT CCCGGCTGTC CTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGACCGTGCCCTC CAGCAGCTTG GGCACCCAGA
CCTACATCTG CAACGTGAATCACAAGCCCA GCAACACCAA
GGTGGACAAG AAAGTTGAGC CCAAATCTTG TGACAAAACT
CACACATGCC CACCGTGCCC AGCACCTGAA CTCCTGGGGG
GACCGTCAGT CTTCCICTTC CCCCCAAAAC CCAAGGACAC CCTCATGATC
TCCCGGACCC CTGAGGTCAC ATGCGTGGTG GTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTC AAGTTCAACT GGTACGTGGA
CGGCOTGGAG GTGCATAATG CCAAGACAAA GCCGCGGGAG
GAGCAGTACA ACAGCACGTA CCGTGTGGTC AGCGTCCTCA
CCGTCCTGCA CCAGGACTGG CTGAATGGCA
AGGAGTACAAGTGCAAGGTC TCCAACAAAG CCCTCCCAGC
CCCCATCGAG AAAACCATCTCCAAAGCCAA AGGGCAGQCCC
CGAGAACCAC AGGTGTACAC CCTGCCCCCA. TCCCGGGATG
AGCTGACCAA GAACCAGGTC AGCCTGACCT GCCTGGTCAA
AGGCTTCTAT CCCAGCGACA TCGCOGTGGA GTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAA CTACAAGACC ACGCCTCCCG
TGCTGGACTC CGACGGCTCC TTCTTCCTCT ATAGCAAGCT CACCGTGGAC
AAGAGCAGGT GGCAGCAGGG GAACGTCTITC TCATGCTCCG
TGATGCATGA GGCICTGCAC AACCACTACA CGCAGAAGAG
CCICTCCCTG TCTCCGGGTA

Sall
AATGATAAGT CGAC

O plasmideo linear pDSRa19:hIgG1Cyx foi preparado
digerindo-se o plasmideo de IgG1 de regifio constante humana/regido variavel
de rato pDSR19: com as enzimas de restrigdo Xbal e BsmBI para remover a
regido varidvel de rato e purificado utilizando-se um kit de extragdo em gel
QIAquick. O plasmideo linear pDSRal19:hIgG1Cy contendo o dominio de
regifo constante de IgG1 humana com 1 kbp foi utilizado para aceitar regides
variaveis de anticorpo aIL-1R derivado de hibridoma.

Clonagem da cadeia pesada de MADb 15C4 anti-IL1-RI 15C4

As cadeia pesadas para dez hibridomas expressando anticorpos
monoclonais de ligagdo de alLL1-RI, 15C4, 27F2, e 26F5 foram clonadas no
vetor de expressio de células mamiferas pDSRal9. A construgdo do
plasmideo que codifica a cadeia pesada de 15C4 ¢é descrita explicitamente;
clonagem das outras espécies de cadeia pesada foi realizada utilizando-se
procedimentos semelhantes. A regifo variavel de cadeia pesada de 15C4 de

olL-1R1 foi obtida utilizando-se métodos de amplificagdo de PCR de cDNA

Ut



10

15

20

XXX XX}
[ 4

de primeiro filamento preparado de RNA total de 15C4 de hibridoma de
olL1-R1 utilizando-se reagente TRIzol®. cDNA de primeiro filamento foi
sintetizado utilizando-se um iniciador randdmico com um adaptador de
extensdo (5'- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3'; SEQ ID NO:
44) e realizou-se uma 5' RACE (amplificag@o rapida de pontas de cDNA)
utilizando-se o kit GeneRacer ™. Para a cadeia pesada de comprimento
parcial, o iniciador forward foi o iniciador embutido GeneRacer™ (5' GGA
CAC TGA CAT GGA CTG AAG GAG TA -3'; SEQ ID NO: 45) e o
iniciador invertido foi 5'- TGA GGA CGC TGA CCA CAC G -3' (SEQ ID
NO 52.). Os produtos de RACE foram clonados em pCR4-TOPO e
determinou-se as seqiiéncias de DNA. A seqiiéncia de DNA consensus da
regido variavel de cadeia pesada de 15C4 foi utilizada para projetar
iniciadores para a amplificagdo com PCr da regido variavel de cadeia pesada.
O iniciador de PCR de cadeia pesada a 5' codificou a ponta amino da
seqiiéncia-sinal, um sitio de enzima de restrigdo Xbal, e uma seqiiéncia Kozak
otimizada (5'-CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GGG GTC AAC
CGC CAT CCT CG-3";, SEQ ID NO: 53). O iniciador a 3' codificou a ponta
carboxila da regido variavel, incluindo um sitio BsmBI de filamento em senso
naturalmente ocorrente (5'-GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC
AGG GTT CC-3'; SEQ ID NO: 54).
5’aJL~1R1 15C4 iniciador de cadeia pesada(SEQ ID NO: 53):

5’- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC C ATG GGG TCA ACC GCC
Xbal Kozak M G S T A
ATCCTCG -3’
I L (SEQIDNO:55)

3’all-1R1 15C4 iniciador de cadeia pesada (SEQ ID NO: 54):
5’- GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG GTT CC-3’
T S A S§ § V T V L T G(SEQIDNO:S6)
BsmBI
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Construcdo do clone de expressio de cadeia pesada de IgG1 anti-IL1-R1
O clone de cadeia pesada de 15C4 de olL-1R1 de

comprimento pleno foi obtido de um clone de cadeia pesada de pCR4:15C4

por meio de amplificagdo com PCR com os iniciadores de cadeia pesada de
15C4 de odL-1R1 a 5' e 3'. A reagdo PCR gerou um produto com 442 pares de
bases codificando os 137 radicais de aminoacidos (incluindo a seqiiéncia-sinal
de cadeia pesada com 19 aminoacidos) da regido variavel de cadeia pesada de
15C4 de odL-1R1. O produto de PCR foi purificado utilizando-se um kit de
purificagdo com PCR QIAquick e depois digerido com Xbal € BsmB], isolado
em gel e purificado utilizando-se um kit de extragdo em gel QIAquick. Este
fragmento contendo a regifo variavel de cadeia pesada de 15C4 de olL-1R1
completa foi entdo ligado no vetor de expressio mamifero
pDSRa19:hIgG1CH. O clone de expressdo de IgG1 de cadeia pesada de 15C4
teve o DNA seqiienciado para confirmar que ele codificava o mesmo peptideo
de regifio variavel de cadeia pesada que foi identificado no hibridoma de
15C4. O vetor de expressdo final, cadeia pesada de pDSR9:15C4 IgGl

apresenta 6173 pares de bases e contém as sete regides funcionais descritas na
Tabela 8.

/
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Tabela 8

Quantidade de
pares de bases
do plasmideo:

2 a 881 Um sinal de poliadenilagdo/terminagdo de transcricdo da subunidade o
do hormoénio de glicoproteina pituitaria bovina (o-FSH) (Goodwin et
al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession Number
X00004)

882 a 2027 Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo
contendo o promotor de DHFR enddégeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de cDNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcrigdo de DHFR (Gasser et al., 1982,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell
19:355-64; Setzer et al., 1982, J Biol. Chenz. 257:5143-7; McGrogan et
al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947 Seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicag@o do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292 Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)

4299 a 4565 Um elemento acentuador de tradugio do dominio de LTR de HTLV-1
(Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22, Genbank
Accession Number J02029)

4574 a 4730 Um intron dos sinais doador/receptor de recomposig¢éo de 16S, 19S do

SV40 (Okayama e Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

4755 a 6173 O cDNA de IgG1 de cadeia pesada de 15C4 entre os sitios Xbal e Sall

Construcdo de pDSR19:hlgG2Cy

Construiu-se uma plasmideo de expressio de MAb de IgG2 de
regiio constante humana/regiio variavel humana pDSRal9: (hVh/hCh2)
como o resultado de uma ligagdo de trés pecas de produto de PCR de regido
varidvel de anticorpo humano terminado com Xbal e BsmBI, uma regido
constante de IgG2 humana (dominios Cy;, articulagdo, CH, ¢ CHj;) com
pontas BsmBI e Sall e um pDSRal9 linearizado com pontas Xbal e Sall. O
vetor de expressdo final, IgG1 de regifo constante humana/regido variavel
humana pDSRal9: (hVh/hCh2) (ver Pedido de Patente Provisional dos
E.U.A. co-pendente e de co-propriedade n°® 60/370,407, depositado em 5 de
abril de 2002, "Human Anti-OPGL Neutralizing Antibodies As Selective
OPGL Pathway Inhibitors"), tem 6164 pares de bases e contém as 7 regides

funcionais descritas na Tabela 9.
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pares de bases
do plasmideo:
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Tabela 9

2 a 881

Um sinal de poliadenilagdo/terminagdo de transcri¢do da subunidade
alfa do hormédnio de glicoproteina pituitaria bovina (a-FSH) (Goodwin
et al, 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession
Number X00004)

882 a 2027

Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo
contendo o promotor de DHFR enddgeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de cDNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcrigdo de DHFR (Gasser ef al., 1982,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980, Cell
19:355-64; Setzer et al., 1982, J Biol. Chem. 257:5143-7; McGrogan et
al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947

seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicagdo do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292

Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)

4299 a 4565

Um elemento acentuador de tradug@o do dominio de LTR de HTLV-1
(Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:3618-22, Genbank
Accession Number J02029)

4574 a 4730

Um intron dos sinais doador/receptor de recomposicdo de 16S, 19S do
SV40 (Okayama e Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

/
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4755 a 6164 O cDNA de cadeia pesada hVh/hCh2 entre os sitios Xbal e Sall. A
seqiliéncia deste fragmento de cadeia pesada aparece abaixo (SEQ ID
NO: 57) com os sitios de restrigdo sublinhados:
Xbal
TCTAGA CCACCATGGA CATGAGGGTC CCCGCTCAGC TCCTGGGGCT
CCTGCTATTG TGGTTGAGAG GTGCCAGATG TGAGGTCCAG
CTGGTGCAGTCTGGGGGAGG CTTGGTACAT CCTGGGGGGT CCCTGAGACT
CTCCTGTGCAGGCTCTGGAT TCACCTTCAG TGGCCATGCT TTGCACTGGG
TTCGCCAGGCTCCAGGAAAA GGTCTGGAGT GGGTATCAGG TATTGGTACT
CATGGTGGGACATACTATGC AGACTCCGTG AAGGGCCGAT TCACCATCTC
CAGAGACAATGCCAAGAACT CCTTGTTTCT TCAAATGAAC AGCCTGAGCG
CCGAGGACATGGCTGTGTAT TACTGTACAA GAAGAAACTG
BsmBl1

GGGACAATTT GACTACTGGGGCCAGGGAAC CCTGGTCACC GTCTCTAGTG
CCTCCACCAA GGGCCCATCGGTCITCCCCC TGGCGCCCTG CTCCAGGAGC
ACCTCCGAGA GCACAGCGGCCCTGGGCTGC CTGGTCAAGG ACTACTTCCC
CGAACCGGTG ACGGTGTCGTGGAACTCAGG CGCTCTGACC
AGCGGCGTGC ACACCTTCCC AGCTGTCCTACAGTCCTCAG GACTCTACTC
CCTCAGCAGC GTGGTGACCG TGCCCTCCAGCAACTTCGGC ACCCAGACCT
ACACCTGCAA CGTAGATCAC AAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGACA GTTGAGCGCA AATGTTGTGT
CGAGTGCCCACCGTGCCCAG CACCACCTGT GGCAGGACCG TCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAAACCCAAG GACACCCTCA TGATCTCCCG GACCCCTGAG
GTCACGTGCGTGGTGGTGGA CGTGAGCCAC GAAGACCCCG
AGGTCCAGTT CAACTGGTACGTGGACGGCG TGGAGGTGCA
TAATGCCAAG ACAAAGCCAC GGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACGTTCCGTG TGGTCAGCGT CCTCACCGTT GTGCACCAGGACTGGCTGAA
CGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCTCCAA
CAAAGGCCTCCCAGCCUCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA
ACCAAAGGGC AGCCCCGAGAACCACAGGTG TACACCCTIGC
CCCCATCCCG GGAGGAGATG ACCAAGAACCAGGTCAGCCT
GACCTGCCTG GTCAAAGGCT TCTACCCCAG CGACATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGG GCAGCCGGAG AACAACTACA
AGACCACACCTCCCATGCTG GACTCCGACG GCTCCTTCIT CCTCTACAGC
AAGCTCACCGTGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG
TCTTCTCATG CTCCGTGATGCATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG

Sall

AAGAGCCTCT CCCTGTCTCCGGGTAAATGA TAAGTCGAC

O plasmideo linear pDSRal19:hIgG2Cy foi preparado
digerindo-se o plasmideo de IgG2 de regido constante humana/regido variavel
humana pDSR19: com as enzimas de restri¢do Xbal e BsmBI para remover a
regido variavel humana, e purificado utilizando-se um kit de extragdo em gel
QIAquick. O plasmideo linear pDSRa19:hIgG2Cy contendo o dominio de
regido constante de IgG2 humana com 1 kbp foi utilizado de forma a aceitar
regides variaveis de anticorpo de aIL-1R derivadas de hibridoma.

Construcio do clone de expressio de cadeia pesada de IeG2 anti-IL1-RI IgG2

O fragmento de regido variavel de cadeia pesada de 15C4 olL-

1R1, descrito acima, foi ligado no vetor de expressdo mamifero

e
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pDSRa19:higG2Cy. O clone de expressdo de IgG2 de cadeia pesada de 15C4
teve 0 DNA seqiienciado para confirmar que ele codificada o mesmo peptideo
de regido varidvel de cadeia pesada que foi identificado no hibridoma de
15C4. O vetor de expressdo final, pPDSRal19:cadeia pesada de IgG2 de 15C4

apresentou 6161 pares de bases e contém as sete regides funcionais descritas
na Tabela 10.

Tabela 10

Quantidade de

pares de bases do

plasmideo:

2 a 881 Um sinal de poliadenilagdo/terminag@o de transcrigdo da subunidade
alfa do hormoénio de glicoproteina pituitaria bovina (o-FSH) (Goodwin
et al, 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession
Number X00004)

882 a 2027 Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo

contendo o promotor de DHFR endégeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de c¢DNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcrigio de DHFR (Gasser et al,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980,
Cell 19:355-64; Setzer et al., 1982, J Biol. Chem. 257:5143-7;
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947 Seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a

ampicilina e a origem de replicagdo do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292 Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagio de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)

4299 a 4565 Um elemento acentuador de tradu¢io do dominio de LTR de HTLV-1

(Seiki et al, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 80:3618-22,
Genbank Accession Number J02029)

4574 a 4730 Um intron dos sinais doador/receptor de recomposigéo de 16S, 19S do

SV40 (Okayama e Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

4755 a 6161 O c¢DNA de IgG2 de cadeia pesada de 15C4 entre os sitios Xbal e Sall

Construggo de pDSR19:hlgG4Cy

Construiu-se  uma  plasmideo de  expressio  de
MAD de IgG4 de regido constante humana/regido variavel humana pDSRa19:
(hVh/hCh4) como o resultado de uma ligagdo de trés pecas de produto de
PCR de regido variavel de anticorpo humano terminada em Xbal € BsmBI, um
fragmento de regio constante de IgG4 humana digerida com BsmBI e Sall

isolada com gel (dominios Cy;, articulagdo, Cy, € Cyz) € um pDSRal9
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linearizado com pontas Xbal e Sall. O vetor de expressdo final, IgG4 de

regido constante humana/regido variavel humana: pDSRal9: (hVh/hCh4) (ver

Pedido de Patente Provisional dos E.U.A. co-pendente e de co-propriedade n°
60/370,407, depositado em 5 de abril de 2002, "Human Anti-OPGL
Neutralizing Antibodies As Selective OPGL Pathway Inhibitors"), tem 6167

pares de bases e contém as 7 regides funcionais descritas na Tabela 11.

Quantidade  de
pares de bases do
plasmideo:

Tabela 11

2a 881

Um sinal de poliadenilagdo/terminagdo de transcrigdo da subunidade
alfa do hormoénio de glicoproteina pituitaria bovina (a-FSH) (Goodwin
et al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession
Number X00004)

882 a 2027

Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo
contendo o promotor de DHFR endégeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de cDNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcricio de DHFR (Gasser et al,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980,
Cell 19:355-64; Setzer et al., 1982, J Biol. Chem. 257:5143-7,
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947

Seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicago do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292

Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number J02400)

4299 a 4565

Um elemento acentuador de tradugdo do dominio de LTR de HTLV-1
(Seiki et al, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A._80:3618-22,
Genbank Accession Number J02029)

4574 a 4730

Um intron dos sinais doador/receptor de recomposi¢do de 16S, 19S do
SV40 (Okayama e Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

4755 a 6167

O cDNA de cadeia pesada hVh/hCh4 entre os sitios Xbal e Sall sites.
A seqiiéncia deste fragmento de cadeia pesada aparece abaixo (SEQ

ID NO:58) com os sitios de restri¢do sublinhados:
Xbal

GCTCCTGCTA TTGTGGTTGA GAGGTGCCAG ATGTGAGGTC
CAGCTGGTGCAGTCTGGGGG AGGCTTGGTA CATCCTGGGG
GGTCCCTGAG ACTCTCCTGTGCAGGCTCTG GATTCACCTT CAGTGGCCAT
GCTTTGCACT GGGTTCGCCAGGCTCCAGGA AAAGGTCTGG AGTGGGTATC
AGGTATTGGT ACTCATGGTGGGACATACTA TGCAGACTCC GTGAAGGGCC
GATTCACCAT CTCCAGAGACAATGCCAAGA ACTCCTTGTT TCTTCAAATG
AACAGCCTGA GCGCCGAGGACATGGCTGTG TATTACTGTA
CAAGAAGAAA CTGGGGACAA TTTGACTACTGGGGCCAGGG

BsmB1

AACCCTGGTC ACCGTCTCTA GTGCCAGCAC CAAGGGGCCATCCGTCTTCC
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CCCTGGCGCC CTGCTCCAGG AGCACCTCCG
AGAGCACAGCCGCCCTGGGC TGCCTGGTCA AGCGACTACTT
CCCCGAACCG GTGACGGTGTCGTGGAACTC AGGCGCCCTG
ACCAGCGGCG TGCACACCIT CCCGGCTGTCCTACAGTCCT CAGGACTCTA
CTCCCTCAGC AGCGTGGTGA CCGTGCCCTCCAGCAGCTTG GGCACGAAGA
CCTACACCTG CAACGTAGAT CACAAGCCCAGCAACACCAA
GGTGGACAAG AGAGTTGAGT CCAAATATGG TCCCCCATGCCCATCATGCC
CAGCACCTGA GTTCCTGGGG GGACCATCAG TCTTCCTGTTCCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CTCTCATGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCACGTGCGTGGT
GGTGGACGTG AGCCAGGAAG ACCCCGAGGT
CCAGTTCAACTGGTACGTGG ATGGCGTGGA GGTGCATAAT
GCCAAGACAA AGCCGCGGGAGGAGCAGTTC AACAGCACGT
ACCGTGTGGT CAGCGTCCTC ACCGTCCTGCACCAGGACTG GCTGAACGGC
AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTCCAACAAAGGCCTCCCGT
CCTCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA
AAGGGCAGCCCCGAGAGCCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC
ATCCCAGGAG GAGATGACCAAGAACCAGGT CAGCCTGACC
TGCCTGGTCA AAGGCTTCTA CCCCAGCGACATCGCCGTGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA
ACTACAAGACCACGCCTCCC GTGCTGGACT CCGACGGCTC CTTCTTCCTC
TACAGCAGGCTAACCGTGGA CAAGAGCAGG TGGCAGGAGG
GGAATGTCIT CTCATGCTCCGTGATGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC
Sall
ACACAGAAGA GCCTCTCCCTGTCTCTGGGT AAATGATAAG TC_C_}AC

O plasmideo linear pDSRal9:hIgG4Cy foi preparado
digerindo-se o plasmideo de IgG4 de regido constante humana/regido variavel
humana pDSR19: com as enzimas de restri¢do Xbal € BsmBI para remover a
regido variavel humana, e purificado utilizando-se um kit de extragiio em gel
QIAquick. O plasmideo linear pDSRa19:hIgG4Cy; contendo o dominio de
regido constante de IgG4 humana com 1 kbp foi utilizado para aceitar regides
variaveis de anticorpo de aIL-1R derivadas de hibridoma.

Construcdo do clone de expressdo de cadeia pesada de IeG4 anti-IIL1-R1

O fragmento de regifio variavel de cadeia pesada de 15C4 de
ofL-1R1, descrito acima, foi ligado em um vetor de expressio mamifero
pDSRa19:hIgG4Cy. O clone de expressdo de IgG4 de cadeia pesada de 15C4
teve 0 DNA seqlienciado para confirmar que ele continha o mesmo peptideo
de regido varidvel de cadeia pesada que foi identificado no hibridoma de
15C4. O vetor de expressdo final, cadeia pesada de IgG4 de 15C4 de
pDSRa19: apresentava 6164 pares de bases e contém as sete regides
funcionais descritas na Tabela 12.

Tabela 12

Quantidade de
pares de bases
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do plasmideo:

2 a 881 Um sinal de poliadenilagio/terminagdo de transcri¢@o da subunidade o
do hormoénio de glicoproteina pituitaria bovina (o-FSH) (Goodwin et
al., 1983, Nucleic Acids Res. 11:6873-82; Genbank Accession Number
X00004)

882 a 2027 Um minigene de diidrofolato redutase (DHFR) de camundongo

contendo o promotor de DHFR enddgeno de camundongo, as
seqiiéncias  codificantes de cDNA, e os sinais de
poliadenilagdo/terminagdo de transcricio de DHFR (Gasser et al.,
1982, Proc. Natl. Acad. Sci. U. §S. A. 79:6522-6; Nunberg et al., 1980,
Cell 19:355-64; Setzer et al, 1982, J Biol. Chem. 257:5143-7,
McGrogan et al., 1985, J. Biol. Chem. 260:2307-14)

2031 a 3947 Seqiiéncias de pBR322 contendo o gene marcador de resisténcia a
ampicilina e a origem de replicacio do plasmideo em E. coli (Genbank
Accession Number J01749)

3949 a 4292 Um promotor precoce, acentuador e origem de replicagdo de SV40
(Takebe et al., 1988, Mol. Cell Biol. 8:466-72, Genbank Accession
Number 102400)

4299 a 4565 Um elemento acentuador de tradugdo do dominio de LTR de HTLV-1
(Seiki et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U S. A. 80:3618-22, Genbank
Accession Number J02029)

4574 a 4730 Um intron dos sinais doador/receptor de recomposigéo de 16S, 19S do
SV40 (Okayama e Berg, 1983. Mol. Cell Biol. 3:280-9, Genbank
Accession Number J02400)

4755 a 6164 O cDNA de cadeia pesada de 15C4 entre os sitios Xbal e Sall

Exemplo 7

Expressio de anticorpos anti-IL-1R1 em células de Ovario de Himster
Chinés (CHO)

Anticorpos anti-IL-1R1 recombinantes sfo gerados em células
de ovario de hamster chinés, especificamente CHO AM-1/D, como divulgado
na Patente U.S. 6,210,924 (incorporada por referéncia). Em resumo, as
seqiiéncias de DNA codificando as cadeias pesada ou leve completas de cada
anticorpo anti-IL-1R1 da inven¢do sfo clonadas em vetores de expressdo.
Células CHO AM-1/D sdo co-transfectadas com um vetor de expressdo capaz
de expressar uma cadeia pesada completa € um vetor de expressdo
expressando a cadeia leve completa do anticorpo anti-IL-1R1 apropriado. Por
exemplo, para gerar o anticorpo 26F5, células sdo co-transfectadas com um
vetor capaz de expressar uma cadeia leve completa compreendendo a
seqliéncia de aminoacidos como apresentado na SEQ ID NO:38 € um vetor

capaz de expressar uma cadeia pesada completa compreendendo a seqiiéncia
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de aminoécidos indicada na SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 22, ou SEQ ID
NO: 24. Para gerar o anticorpo 27F2, células sdo co-transfectadas com um
vetor capaz de expressar uma cadeia leve completa compreendendo a
seqiiéncia de aminoacidos como indicado na SEQ ID NO: 38 e um vetor
capaz de expressar uma cadeia pesada completa compreendendo a seqiiéncia
de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, ou SEQ ID
NO: 30. Para gerar o anticorpo 15C4, células sdo co-transfectadas com um
vetor capaz de expressar uma cadeia leve completa compreendendo a
seqiiéncia de aminoacidos como indicado na SEQ ID NO: 40 e um vetor
capaz de expressar uma cadeia pesada completa compreendendo a seqiiéncia
de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, ou SEQ ID
NO: 36. A Tabela 13 resume as cadeias pesada completa e leve completa para
os diversos anticorpos 1L-1R1. A indicago ".../IgG " descreve a seqiiéncia da

regido constante para o anticorpo particular.

Tabela 13
Anticorpo Regifo variavel de cadeia pesada Cadeia pesada
+ completa
Regifio constante de cadeia pesada

26F5/IgG1 SEQ ID NO: 9 + SEQ ID NO: 1 SEQ ID NO: 19
(nucleotideo)

26F5/IgG1 SEQ ID NO: 10 + SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 20
(aminoacido)

26F5/1gG2 SEQ ID NO: 9 + SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 21
(nucleotideo) '

26F5/1gG2 SEQID NO: 10 + SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 22
(aminoacido)

26F5/1gG4 SEQ ID NO: 9 + SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 23
(nucleotideo) :
- 26F5/1gG4 - ' "‘SEQ ID NO: 10 + SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 24
(aminoécido) )

27F2/1gG1 SEQID NO: 13+ SEQID NO: 1 SEQ ID NO: 25
(nucleotideo)

27F2/1gG1 SEQ ID NO: 14 + SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 26
(aminoécido)

27F2/1gG2 SEQID NO: 13+ SEQID NO: 5 SEQ ID NO: 27
(nucleotideo)

27F2/1gG2 SEQ ID NO: 14 + SEQID NO: 6 SEQ ID NO: 28
(aminoacido)

27F2/1gG4 SEQ II) NO: 13 + SEQ II) NO: 7 SEQ ID NO: 29
(nucleotideo)
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27F2/1gG4 SEQ ID NO: 14 + SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 30
(aminoacido)
15C4/1gG1 SEQID NO: 15+ SEQIDNO: 1 SEQ ID NO: 31
(nucleotideo)
15C4/1gG1 SEQ ID NO: 16 + SEQ ID NO: 2 SEQ ID NO: 32
(aminoacido)
15C4/1gG2 SEQ ID NO: 15+ SEQ ID NO: 5 SEQ ED NO: 33
(nucleotideo)
15C4/1gG2 SEQ ID NO: 16 + SEQ ID NO: 6 SEQ ID NO: 34
(aminoéacido)
15C4/1gG4 SEQ ID NO: 15+ SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 35
(nucleotideo)
15C4/1gG4 SEQ ID NO: 16 + SEQ 1D NO: 8 SEQ ID NO: 36
(aminoacido)
Anticorpo Regido variavel de cadeia leve Cadeia leve completa
_.|_
Regido constante de cadeia leve
26F5/27F2 SEQID NO: 11 + SEQ 1D NO: 3 SEQ ID NO: 37
(nucleotideo)
26F5/27F2 SEQ ID NO: 12 + SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 38
(aminoacido)
15C4 (nucleotideo) SEQID NO: 17+ SEQ ID NO: 3 SEQ ID NO: 39
15C4 (aminoacido) SEQID NO: 18 + SEQ ID NO: 4 SEQ ID NO: 40

A expressdo estavel de anticorpos anti-IL-1R1 € obtida co-
transfectando-se células CHO AM-1/D com deficiéncia de diidrofolato
redutase (DHFR) com o vetores de expressdo. Transfec¢des sdo realizadas
utilizando-se técnicas convencionais (co-precipitagdo com fosfato de célcio) e
selecio com DHFR. Colonias transfectadas sfo isoladas e desenvolvidas a
confluéncia em placas de 24 pogos. Anticorpos produzidos por células
transfectadas sdo examinados quanto a atividade de dobragem e neutralizagdo
apropriada. Clones que super-produzem anticorpos  anti-IL-1R1
apropriadamente dobrados dos isétipos de IgGl, IgG2, e IgG4 s@o
selecionados e anticorpos sdo purificados como descrito abaixo.

Exemplo 8
Producio de anticorpo anti-IL-1R1

Anticorpos anti-IL-1R1 sdo produzidos por meio de expressdo
em uma linha clonal de células CHO. Para cada operagdo de produgdo, c€lulas
de um Unico frasco sdo descongeladas em meio de cultura de células isento de

soro. As células sdo desenvolvidas inicialmente em um frasco T e sdo

U
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expandidas serialmente por meio de uma série de frascos de centrifugag@o até
que tenha sido gerado indculo suficiente para semear um biorreator de 20 1.
Ap0s crescimento durante 5-10 dias, a cultura é entfio utilizada para inocular
um biorreator de 300 1. Apds desenvolvimento durante mais 5-10 dias, a
cultura é utilizada para inocular um biorreator de 2000 1. Produgéo € realizada
em um biorreator de 2000 1 utilizando-se uma cultura de batelada alimentada,
em que uma alimentagio de nutriente contendo componentes de meio
concentrados ¢ adicionada para manter desenvolvimento das c€lulas e
viabilidade da cultura. A produgdo dura aproximadamente duas semanas,
sendo que durante este periodo anticorpo anti-IL1-R1 ¢ produzido
constitutivamente pelas células e secretado no meio de cultura de células.

O reator de produgio é controlado a um nivel ajustado de pH,
temperatura, e oxigénio dissolvido: pH ¢ controlado com a adi¢do de gas de
diéxido de carbono e carbonato de sodio; o oxigénio dissolvido é controlado
com fluxos de ar, nitrogénio, € oxigénio.

Ao final da produgio, o caldo de células ¢ introduzido em uma
centrifuga de discos empilhados e o sobrenadante da cultura € separado das
células. O concentrado ¢ clarificado adicionalmente por meio de um filtro de
profundidade, seguido de um filtro de 0,2 wm. O meio condicionado
clarificado ¢é entdo concentrado por meio de ultrafiltragio de fluxo tangencial.
O meio condicionado é concentrado a de 15 a 30 vezes. O meio condicionado
concentrado resultante é entdo processado com purificagdo ou congelado para

purificagdo numa data ulterior.
Exemplo 9

Mapeamento de epitopos utilizando-se proteinas de fusio de avidina

Para gerar proteinas de fusdo de avidina, cDNA codificando
avidina de galinha (com seqiiéncia-sinal endégena) foi conjugado com a ponta
5' de cDNAs codificando os dominios extracelulares maduros de IL-1RI

humano ou de cynomolgus fundido com uma seqiiéncia FLAG-etiqueta na
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ponta 3'. Os genes de fusdo marcados com FLAG foram montados em um

vetor pALTERMAX utilizando-se técnicas moleculares convencionais. A
seqiiéncia de aminoacidos da proteina de fusdo de IL-1R1 humana - avidina €
mostrada na Figura 23 (SEQ ID NO: 59). A seqiiéncia de aminoacidos da
proteina de fusdo de IL-1R1 de avidina - cynomolgus € mostrada na Figura 24
(SEQ ID NO: 60). Gerou-se um quadro de proteinas mutantes avidina-cyno
IL-1R1-FLAG em que aminodcidos humanos foram substituidos pelos
radicais de cynomolgus correspondentes utilizando-se o sistema de
mutagénese mamifera in vitro Altered Sites II (Promega Corp.). As mutagdes
sdo ilustradas na Figura 24.

Plasmideos codificando as proteinas de tipo selvagem e
mutante de avidina-cynolL-1R ¢ também a proteina de avidina-AulL-1RI-
FLAG foram transfectados transientemente para células 293T utilizando-se
reagente de transfecgdo Cytofectine (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Utilizou-se
transfectantes falsos como controles negativos. A ligagdo do anticorpo
monoclonal (MADb) anti-hulL-1R1 com estas proteinas foi avaliada por meio
de Western blot e ensaios de ligagdo a base de pérolas utilizando-se meio
condicionado (CM) colhido das células transfectadas.

Para andlise de Western blot, CM foi diluido a 1:3 em
tamponante de amostra de SDS ndo-redutor, fervido durante 5-10 minutos e
carregado em géis de Tris-glicina a 10 %. Apds SDS-PAGE e transferéncia
Western, as membranas foram bloqueadas com 3 % de BSA/1 % de
ovalbumina em PBS/0,1 % de Tween-20 (PBST) e manchadas com MAbs
anti-hulL.-1R1. Utilizou-se um anticorpo IgG-Fc-HRP anti-humano de cabra
(Pierce Chemical Co.) diluido a 1:15.000 em PBST para detecg@o secundaria.
Utilizou-se detec¢do anti-FLAG para normalizar o carregamento de proteina.
Captura de imagem e densitometria foram realizadas utilizando-se um sistema
de formag¢3o de imagem digital FluorChem 8000 (Alpha Innotech Corp.). As

intensidades de sinal para os MAbs anti-hulL-1R1 foram normalizadas contra
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os valores para o anticorpos anti-FLAG para compensar a variagdo do
carregamento de proteina. A ligagdo de anticorpos foi expressa como um
percentual de ligagdo com a IL-1R1-FLAG avidina-humana.

Os resultados do Western blot sdo mostrados na Figura 25A. A
figura 25B mostra a analise densitométrica de um conjunto em duplicata de
experimentos de Western blot. Radicais humanos criticos para liga¢do de
anticorpo sdo aqueles que restauram sinal quando substituidos em cynolL-
1R1. Em geral, mutagdes 1 e 2 (ilustradas na Figura 24), sozinhas ou em
combinagdo, restauraram ligagdo com muitos dos anticorpos (15C4/IgG2,
5B8, 1C2, 24H2, 16E9, 26E4 ¢ 20G1), enquanto que mutagdes 10.1 e 10.2
nfio o fizeram. Nenhum destes anticorpos ligou-se a cynolL-1RI de tipo
selvagem. Dois anticorpos (27F2 e 19C8) ligaram-se consistentemente a todas
as proteinas mutantes e também a cynolL-1R1 de tipo selvagem. Isto sugeriu
que epitopo 4 (radicais Y279-V281 de cynolL-1R1), identificado nas
proteinas paralogas de rato/humano e inalterado em IL-1R1 cynomolgus, foi o
epitopo dominante para estes anticorpos. Epitopo 4 encontra-se em negrito,
italizado e sublinhado na seqiiéncia de aminoacidos mostrada na Figura 24.

Nos ensaios de ligagdo multiplexados a base de pérolas,
proteinas de fus3o de avidina foram capturadas por meio de incubag@o do CM
com pérolas fluorescentes revestidas com biotina, um conjunto de pérolas por
proteina de fusdo (Beadlyte Multi-Biotin 10plex Bead Kit; Upstate
Biotechnologies). As pérolas foram lavadas e combinadas em PBST e
repartidas nos pogos de uma placa de 96 pogos com fundo (Millipore Corp.).
Anticorpos (MAbs anti-hulL-1R1 ou MADb anti-FLAG) foram adicionados a
25 ug/ml e incubados durante 1 hora. As pérolas foram novamente lavadas e
utilizou-se uma mistura de anticorpo de IgG anti-camundongo conjugado com
ficoeritrina e (Fab'), de IgG anti-humano para detectar liga¢éo de anticorpo.
Ap6s uma incubagio de 1 hora, as pérolas foram lavadas e ressuspensas em

PBST. Intensidades de fluorescéncia média (MFI) foram medidas utilizando-
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se um Luminex 100 (Luminex Corp). Os dados foram normalizados
utilizando-se os valores de MFI para ligagio de MAb anti-FLAG para
compensar variagio no carregamento de proteina. Liga¢do de anticorpos foi
expressa como um percentual de ligagdo com a avidin-hulL-1R1-FLAG
(Figura 26). O padrio de ligagdo dos anticorpos anti-IL-1R1 com as proteinas
avidin-cynoIlL1R1 -FLAG mutadas com radicais humanos e também com
proteinas de IL-1R1 humana e de cynomolgus de tipo selvagem foi
consistente com a analise de imuno-manchamento mostrada na Figura 25.
Deve-se compreender que a divulgagio precedente enfatiza
determinadas concretiza¢des especificas da invengdo e que todas as
modifica¢des ou alternativas equivalentes as mesmas encontram-se dentro do

espirito e da abrangéncia da invengdo como apresentado nas reivindicagdes

ancxas.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo humano isolado que se liga especificamente a
receptor tipo 1 de interleucina-1, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do

mesmo, caracterizado pelo fato de que compreende:

a. regides de estrutura de cadeia pesada humana, uma regido
de CDRI1 de cadeia pesada, em que a regidao CDR1 consiste de uma sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 63, uma regido de CDR2 de cadeia pesada,
em que a regido CDR?2 consiste da sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO:
66, e uma regido de CDR3 de cadeia pesada, em que a regido de CDR3
consiste da sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 69; e

b. regides de estrutura de cadeia leve humana, uma regidao de
CDRI1 de cadeia leve, em que a regido de CDRI consiste da sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 71, uma regidao CDR2 de cadeia leve, em que a
regido CDR2 consiste da sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 73, e
uma regido de CDR3 de cadeia leve, em que a regido de CDR3 consiste da
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 75.

2. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a regido
variavel de cadeia pesada compreende a sequéncia de aminoacidos da regido
varidvel da cadeia pesada 15C4, como definido na SEQ ID NO: 80, e em que
a regido variavel da cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos da
regido variavel da cadeia leve 15C4, como definido na SEQ ID NO: 81.

3. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que (i) a

regido variavel de cadeia pesada compreende a sequéncia de aminoicidos da
regido varidvel da cadeia pesada 15C4, como definido na SEQ ID NO: 80, e
ainda compreende uma regido constante de cadeia pesada IgG, e (ii) em que a
regido variavel de cadeia leve compreende a sequéncia de aminoicidos da

regido varidvel da cadeia leve 15C4, como definido na SEQ ID NO: 81, e
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ainda compreende uma regido constante de cadeia kappa.
4. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-3 caracterizado pelo fato de

que compreende:

a. uma cadeia leve consistindo de uma sequéncia de
aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO: 40; e

b. uma cadeia pesada consistindo de uma sequéncia de
aminoacidos como apresentada na SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, ou SEQ
ID NO: 36, em que o fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma delecdo do
amino terminal e/ou uma dele¢do do carboxi-terminal.

5. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a 4, caracterizado pelo fato

de que o fragmento de ligagdo a antigeno de cadeia pesada consiste de uma
sequéncia de aminodcidos como apresentada na SEQ ID NO: 32, e o
fragmento de ligacdo a antigeno da cadeia leve consiste de uma seqii€ncia de
aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO: 40, e em que o fragmento de
ligacdo a antigeno tem uma dele¢cdo amino-terminal e/ou uma delecdo
carboxi-terminal.

6. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a 4, caracterizado pelo fato

de que o fragmento de ligagdo a antigeno da cadeia pesada consiste de uma
seqiiéncia de aminodcidos como apresentada na SEQ ID NO: 34, e o
fragmento de ligacdo a antigeno da cadeia leve consiste de uma seqii€ncia de
aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO: 40, e em que o fragmento de
ligacdo a antigeno tem uma dele¢cdo amino-terminal e/ou uma delecdo
carboxi-terminal.

7. Anticorpo, ou fragmento de ligagido ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a 4, caracterizado pelo fato

de que o fragmento de ligagdo a antigeno da cadeia pesada consiste de uma
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seqiiéncia de aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO: 36, e o
fragmento de ligagcdo a antigeno da cadeia leve consiste de uma seqii€éncia de
aminoicidos como apresentada na SEQ ID NO: 40, e em que o fragmento de
ligacdo a antigeno tem uma dele¢cdo amino-terminal e/ou uma delecdo
carboxi-terminal.

8. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com a reivindica¢do 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a cadeia

pesada compreende uma regido variavel consistindo da sequéncia de
aminodcidos como definida pela SEQ ID NO: 80.
9. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2 e 8, caracterizado pelo

fato de que a cadeia leve compreende uma regido variavel consistindo da
sequéncia de aminoacidos como definida pela SEQ ID NO: 81.
10. Anticorpo, ou fragmento de ligagcao ao antigeno do mesmo,

de acordo com a reivindica¢do 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a regido

variavel de cadeia pesada consiste de uma sequéncia de aminoacidos como
definida na SEQ ID NO: 80, e em que a regido variavel de cadeia leve
consiste de uma sequéncia de aminoacidos como definido na SEQ ID NO: 81.

11. Anticorpo, ou fragmento de liga¢cao ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3 e 8 a 10, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda uma regido constante da cadeia kappa
consistindo da SEQ ID NO: 4.
12. Anticorpo, ou fragmento de ligagcao ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-3 e 8-11, caracterizado pelo

fato de que compreende ainda uma regido constante de IgG1 de cadeia pesada
consistindo da SEQ ID NO: 2.
13. Anticorpo, ou fragmento de ligagcdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-3 e 8-11, caracterizado pelo

fato de que compreende ainda uma regido constante de IgG2 de cadeia pesada
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consistindo da SEQ ID NO: 6.
14. Anticorpo, ou fragmento de ligagcao ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-3 e 8-11, caracterizado pelo

fato de que compreende ainda uma regido constante de IgG4 de cadeia pesada
consistindo da SEQ ID NO: 8.
15. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-2 e 8-10, caracterizado pelo

fato de que a cadeia pesada e a cadeia leve estdo ligadas por um ligante
flexivel para formar um anticorpo de cadeia simples.
16. Anticorpo, ou fragmento de ligagcdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo fato de que € um

anticorpo Fv de cadeia simples.
17. Anticorpo, ou fragmento de ligagcao ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-2 e 8-10, caracterizado pelo

fato de que € um fragmento de anticorpo Fab.
18. Anticorpo, ou fragmento de ligagcdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-2 e 8-10, caracterizado pelo

fato de que € um fragmento de anticorpo Fab’.
19. Anticorpo, ou fragmento de ligagcao ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-2 e 8-10, caracterizado pelo

fato de que € um fragmento de anticorpo (Fab’),.
20. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-14, caracterizado pelo fato

de que € um anticorpo totalmente humano.

21. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes 1-12,

caracterizado pelo fato de que € um anticorpo IgGl.
22. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes 1-11 e 13,

caracterizado pelo fato de que € um anticorpo IgG2.

23. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes 1-11 e 14,
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caracterizado pelo fato de que € um anticorpo IgG4.

24. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23, caracterizado pelo fato

de que o anticorpo inibe a ligacdo de IL-1 ao seu receptor.
25. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes 1-24,
caracterizado pelo fato de que se liga especificamente ao polipeptideo da SEQ

ID NO: 76.

26. Anticorpo da reivindicagao 1-25, caracterizado pelo fato de
que se liga especificamente a sequéncia de aminoacidos YSV.

27. Molécula de acido nucleico isolada caracterizada pelo fato

de que consiste em qualquer uma das seguintes SEQ IDs: 15, 31, 33, 35 e suas
sequéncias degeneradas que codificam os anticorpos como definidos em
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 26.

28. Molécula de acido nucleico isolada caracterizada pelo fato

de que consiste em qualquer uma das SEQ IDs: 17, 39, 40 e suas sequéncias
degeneradas que codificam os anticorpos como definidos em qualquer uma
das reivindicacoes 1 a 26.

29. Vetor caracterizado pelo fato de que compreende a

molécula de acido nucleico como definida na reivindicacdo 27 ou 28.
30. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia pesada ou regido

variavel de cadeia pesada que é codificada pela molécula de 4cido nucleico
como definida na reivindicagdo 27.
31. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia leve ou regido variavel

de cadeia leve que é codificada pela molécula de acido nucleico como
definida na reivindicacdo 28.
32. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo,

caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia pesada ou regido
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variavel de cadeia pesada que é codificada pela molécula de 4cido nucleico
como definida na reivindicagdo 27, e uma cadeia leve ou regido varidvel de
cadeia leve que € codificada pela molécula de acido nucleico como definida
na reivindicacdo 28.

33. Uso de um anticorpo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 26 e 30-32 caracterizado pelo fato de que € para a

preparacdo de uma composi¢ao farmacéutica para tratar uma doenga mediada
por IL-1 em um paciente, em que a doenga mediada por IL-1 € selecionada de
doenga pulmonar, doen¢a pulmonar obstrutiva cronica. ou DPOC, proteinose
alveolar pulmonar, pneumopatia induzida por bleomicina, fibrose pulmonar,
fibrose pulmonar idiopatica, fibrose pulmonar induzida por radiacdo, fibrose
cistica, acimulo de colageno nos pulmdes, sindrome do desconforto
respiratorio agudo ou SDRA, displasia broncopulmonar ou DBP, doencas
pulmonares de obstru¢do cronica selecionadas dentre enfisema e bronquite
cronica, doenca pulmonar fibrética cronica, asbestose, pneumoconiose do
trabalhador de carvdo, silicose, pneumonia em organizagdo de
bronquioliteranos, sarcoidose pulmonar, rinite alérgica, dermatite de contacto,
dermatite atdpica, diabetes, doenga inflamatéria do intestino, artrite
reumatoide e asma.

34. Composi¢do farmacéutica caracterizada pelo fato de que

compreende um transportador farmaceuticamente aceitivel e uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 26 e 30-32.
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FIG. 1A

Regido Constante de Ig G1 de Cadeia Pesada
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FIG. 2A

Regido constante de cadeia Kappa
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FIG. 3A

Regido constante de Ig G2 cadeia pesada
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FIG. 4A

Regido constante de Ig G4 cadeia pesada
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Cadeia pesada de 26F5
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Cadeia pesada de 26F5
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Cadeia pesada de 27F2
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FIG. 7A
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FIG. 8A

Cadeia pesada de 15C4
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Cadeia pesada de 15C4
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FIG. 9A
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FIG. 10
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FIG. 15A

Inibigdo de IL-1 induziu produgéo de IL-6
Em condrécitos humanis primarios

350
300 I
"Ei E
= 200 N W 26F5
S A 27R2
; 150'_' X\Q A IL-1ra
100 ' \\
50 \\\ I
0 &p—m—g__
-1 0 1 2 3 4 5
Log (pM) inibidor
Inibigdo de IL-1 induziu IL-6
Em condrécitos humanos primarios
110 L L : I T
100 = I
% ~5-8¢ ' ¥
%0 AN ] C ® 15C4.E5
"0 N _\% A 27R2.C5
o \ -\\ \ O 24E12.H3
40 C \3- | O 10|7.G10
30 A IL-1ra
2 AV I
104— \\% \
0 T ;
-2 -1 0 1 2 3 4 5

LOG [pM] inibidor


24E12.ES

% de controle da produgio de IL-6

16/27:.°

eoecseo

FIG. 16

Inibigao de IL-1 induziu produgéo de IL-6
Em sangue integral humano (composto)
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