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RESUMO

"ANTICORPOS DE INTERLEUCINA-1 ALFA E METODOS DE UTILIZAGCAO"

O anticorpo monoclonal (mAb) totalmente humano compreende
(1) wuma regido variavel de ligacdo a antigénio, que
apresenta uma afinidade de ligacéo muito grande
relativamente a IL-la e (ii) uma regido constante, que é
eficaz na ativacdo do sistema do complemento tanto apesar
de ligacdo ao Clg como de ligacdo a diferentes recetores

Fc.



DESCRICAO

"ANTICORPOS DE INTERLEUCINA-1 ALFA E METODOS DE UTILIZAGAO"

AREA DA INVENCAO

A invencdo é em geral relativa as &areas da imunologia, da
inflamacdo, do <cancro, dos disttrbios vasculares e da
medicina. Mais em particular, a invencdo ¢é relativa a
anticorpos (Abs), que ligam especificamente a interleucina-
lo (IL-1la), e a métodos para utilizar esses Abs no
tratamento, na prevencdo ou na detecdo de uma patologia

associada a uma expressdo aberrante da IL-la.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

A IL-lo é& uma citocina pré-inflamatdria, qgque desempenha um
papel numa série de atividades diferentes, inclusive
inflamacédo, respostas imunitdrias, metédstases tumorais e
hematopoese. Os autoanticorpos IgG contra a IL-la ocorrem
naturalmente na populacdo geral humana e pensa-se serem

benéficos em doencas como a aterosclerose.

Miossec (Ann. Rheum. Dis. (2002) 61: 577-579) descreve a
utilizacdo de anticorpos anti-IL-la como um tratamento

natural para a artrite reumatoide.

Jefferis (Expert Opin. Biol. Ther. (2007) 7(9): 1401-1413)
debate a escolha do isotipo rMAb e a sua importéancia na
determinacéo das atividades bioldbgicas que s&o
desencadeadas in vivo. Salfield também debate a importéncia

da selecdo de isotipos aguando da concecdo de anticorpos



para aplicacdes terapéuticas. (Nature Biotechnology (2007)
25(12): 1369-1372).
RESUMO

A invencdo tem por base o desenvolvimento de anticorpos
(Abs) monoclonais totalmente humanos (mAbs), compreendendo
(i) uma regido variavel de ligacdo a antigénio, que
apresenta uma afinidade de ligacdo muito grande com a IL-la
humana e (ii) uma regido constante que é eficaz na ativacédo
do sistema do complemento tanto apesar de ligacdo a Clg
como de ligacdo a diferentes recetores Fc. O mAb especifico
de IL-1 o descrito no presente documento foi elaborado ao
substituir a regido constante de um mAb IgG4 humano, tendo
uma regido varidvel especifica da IL-la humana, pela regido

constante de um mAb IgGl humano.

Em conformidade com isso, a invencdo compreende um mAb IgGl
humano purificado, que se 1liga especificamente a IL-la
humana, em gque o mAb compreende uma cadeia pesada ligada
por covaléncia a uma cadeia leve. A cadeia pesada pode
compreender a sequéncia de aminocadcidos da SEQ ID NO: 9 e a
cadeia leve pode compreender a sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID NO:11.

O &ambito da invencdo também compreende um conjunto de
4dcidos nucleicos isolados, compreendendo um primeiro acido
nucleico que codifica a cadeia pesada de um mAb IgGl
humano, que se liga especificamente a IL-la, e um segundo
dcido nucleico que codifica a cadeia leve do mAb IgGl
humano, gque se liga especificamente a IL-la humana. O
primeiro &cido nucleico pode codificar a sequéncia de
aminoadcidos da SEQ ID NO: 9 e o segundo &cido nucleico pode
codificar a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:11. O
primeiro &cido nucleico pode compreender a sequéncia de

nuclebétidos da SEQ ID NO: 10 e o segundo &acido nucleico



pode compreender a sequéncia de nucledétidos da SEQ 1ID
NO:12.

Noutro aspeto, a invencdo compreende um vetor de expressédo
contendo um &cido nucleico que codifica a sequéncia de

aminodcidos da SEQ ID NO: 9 ou SEQ ID NO: 11.

Outra caracteristica da invencdo é uma célula hospedeira
isolada (por exemplo, uma célula de mamifero como a célula
CHO) , compreendendo um conjunto de acidos nucleicos
isolados, contendo um primeiro 4cido nucleico que codifica
a cadeia pesada de um mAb IgGl humano, que se liga
especificamente a IL-1la, e um segundo &cido nucleico que
codifica a cadeia leve do mAb IgGl humano, que se liga
especificamente a IL-la humana. A cadeia pesada pode
compreender a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 9 e a
cadeia leve pode compreender a sequéncia de aminoacidos da

SEQ ID NO:11.

A revelacdo descreve ainda um método para matar uma célula
que expressa a IL-lua humana. Este método pode compreender a
etapa de fazer contactar a célula com um mAb IgGl humano

purificado, que se liga especificamente a IL-la humana.

Também de descreve um método para inibir a migracdo de uma
célula humana através de uma matriz de membrana basal. Este
método pode compreender a etapa de adicdo de um mAb
purificado, que se liga especificamente a IL-la humana, a
uma mistura contendo a matriz de membrana basal e a célula

humana.

Também se descreve um método para inibir um aumento
induzido pela IL-la da expressdo do ICAM-1 e/ou da E-
selectina na superficie de uma célula endotelial humana.

Este método pode compreender a etapa de adicdo de um mAb



purificado, que se liga especificamente a IL-la humana, a

uma mistura contendo a célula endotelial e IL-lo.

A revelacdo descreve ainda um método para rastrear a
inflamacdo num sujeito humano, previamente sujeito as
etapas: obtencdo, do sujeito, de uma primeira amostra de
células mononucleares de sangue periférico numa primeira
altura; fazer contactar a primeira amostra com um mAb
purificado, que se liga especificamente a IL-la humana; e
determinacdo da percentagem de células na primeira amostra,
que ligam o Ab monoclonal. Este método pode compreender as
etapas: (a) obtencdo, do sujeito, de uma segunda amostra de
células mononucleares de sangue periférico numa segunda
altura; (b) fazer contactar a segunda amostra com o mAb
purificado, que se liga especificamente a IL-la humana; (c)
determinacdo da percentagem de células na segunda amostra
que ligam o Ab monoclonal; e (d) comparacdo da percentagem
de células na primeira amostra gque ligam o mAb com a
percentagem de células na segunda amostra que ligam o Ab

monoclonal.

Nos métodos anteriores, o mAb purificado é um mAb IgGl
humano, compreendendo uma cadeia pesada ligada por
covaléncia a uma cadeia leve, por exemplo, em gque a cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:
9 e a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO:11.

Outro método descrito compreende as etapas: (a)
enriquecimento de uma amostra bioldgica, obtida de um
sujeito humano, wutilizando wum filtro para separar as
moléculas de acordo com o peso molecular numa primeira
fracdo, incluindo IgG intacta complexada com IL-la e uma

segunda fracdo incluindo moléculas inferiores a 100 Kda; e



(b) quantificacdo da quantidade de IL-la na primeira

fracéao.

Ainda outro método descrito compreende as etapas: (a)
enriquecimento de uma amostra de plasma obtida de um
sujeito humano, utilizando um filtro que separa as
moléculas de acordo com o peso molecular numa primeira
fracdo compreendendo IgG intacta complexada com IL-lo, e
uma segunda fracdo compreendendo moléculas inferiores a 100
Kda; (b) adicdo da primeira fracdo a um substrato,
compreendendo Abs IgG anti-humano imobilizado, sob
condicgdes que permitem que a IgG na primeira fracédo se

ligue especificamente ao Abs IgG anti-humano, imobilizado

no substrato; (c) lavagem do substrato para remover
material na primeira fracéo, que néao se liga
especificamente ao Abs IgG anti-humano imobilizado; (d)

fazer contactar o substrato lavado na Etapa (c) com um Ab
que liga especificamente a IL-la humana, sob condig¢des que
permitem ao Ab, que liga especificamente a IL-la humana,
ligar especificamente qualquer ligacdo IL-la humana ao
substrato; (e) lavagem do substrato para remover qualquer
Ab que se liga especificamente a IL-la humana gque né&o
esteja ligada ao substrato; e (f) quantificacdo da
quantidade de Ab que liga especificamente a ligacéo

restante da IL-lo humana ao substrato apds a Etapa (e).

Se nada for expresso em contrario, todos os termos técnicos
utilizados no presente documento tém o significado
comumente entendido pelo especialista comum da técnica a
que pertence a presente invencdo. As definicdes comumente
entendidas de termos bioldgicos podem ser encontradas em
Rieger et al., Glossary of Genetics: C(Classical and
Molecular, 5.2 edition, Springer-Verlag: New York, 1991; e

Lewin, Genes V, Oxford University Press: New York, 1994.



O termo “(se) liga especificamente”, como empregue no
presente documento quando se refere a um polipéptido
(inclusive Abs) ou recetor, refere-se a uma reacdo de
ligacdo que determina a presenca da proteina ou do
polipéptido ou recetor numa populacdo heterogénea de
proteinas e outros elementos bioldgicos. Por conseguinte,
sob condicdes estabelecidas (por exemplo, condicdes de
imunoensaio no caso de um Ab), o ligando especificado ou Ab
liga-se ao seu “alvo” particular e ndo se liga numa
quantidade significativa a outras proteinas presentes na
amostra ou a outras proteinas com as quais o ligando ou Ab
pode entrar em contacto num organismo. Em geral, uma
primeira molécula que “liga especificamente” uma segunda
molécula tem uma constante de afinidade de equilibrio
superior a cerca de 10° (por exemplo, 106, 107, 108, 109,
10'%, 10" e 10" ou mais) 1litros/mol para essa segunda

molécula.

Ao referir uma molécula proteica como um Ab, “purificada”
significa separada dos componentes que acompanham
naturalmente essas moléculas. Tipicamente um Ab ou uma
proteina estd purificado/a quando estd pelo menos cerca de
10% (por exemplo, 9%, 10%, 20%, 30% 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 98%, 99%, 99,9% e 100%), em peso isento/a
das proteinas ndo Ab ou de outras moléculas orgénicas
naturalmente ocorrentes, as quais esté naturalmente
associado/a. E possivel medir a pureza por qualquer método
apropriado, como, por exemplo, cromatografia de coluna,
eletroforese em gel de poliacrilamida ou andlise por HPLC.
Uma proteina guimicamente sinterizada ou outra proteina
recombinante produzida num tipo celular diferente do tipo

de célula onde ocorre naturalmente estd “purificada”.

Embora se possa empregar métodos e materiais semelhantes ou

equivalentes aos descritos no presente documento na pratica



ou no testar da presente invencdo, encontram-se abaixo
descritos métodos e materiais apropriados. Em caso de
conflito, a presente descricdo, inclusive as definicodes,
servirdo de controlo. Além disso, execucdes particulares
abaixo discutidas destinam-se meramente a ser ilustrativas

e ndo limitativas.

DESCRICAO DETALHADA

A invencdo compreende composicdes e métodos relativos a
mAbs totalmente humanos, que compreendem (i) uma regido
varidvel de ligacdo a antigénio, que apresenta uma
afinidade de ligacdo muito grande relativamente a IL-lua e
(1i) uma regido constante que ¢é eficaz na ativacdo do
sistema do complemento tanto apesar de ligacdo ao Clg como
de ligacdo a varios recetores Fc diferentes. A cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminoadcidos da SEQ ID NO:9
e a cadeia leve compreende a sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID NO:11. As execucdes preferidas abaixo descritas
ilustram a adaptacdo destas composicles e destes métodos.
Em todo o caso, a partir da descricdo destas execucdes, é
possivel elaborar e/ou pdr em pratica outros aspetos da

invencdo com base na descricdo abaixo fornecida.

No presente documento encontram-se descritos métodos que
compreendem técnicas de imunologia e de biologia molecular
convencionais. Os métodos imunoldgicos (por exemplo,
ensaios para detecdo e localizacdo de complexos de
antigénio-Ab, imunoprecipitacéio, immunoblotting, e
semelhantes) s&do geralmente conhecidos do estado da técnica
e encontram-se descritos em tratados de metodologia, como
Current Protocols in Immunology, Coligan et al., ed., John
Wiley & Sons, New York. As técnicas de biologia molecular
encontram-se descritas em detalhe em tratados, tais como

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.° ed., vol. 1-3,



Sambrook et al., ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., 2001; e Current Protocols 1in
Molecular Biology, Ausubel et al., ed., Greene Publishing
and Wiley-Interscience, New York. Os métodos para
anticorpos (Ab) encontram-se descritos em Handbook of
Therapeutic Abs, Dubel, S., ed., Wiley-VCH, 2007. As
técnicas de cultura de células sdo geralmente conhecidas do
estado da técnica e encontram-se descritas em detalhe em
tratados de metodologia, como Culture of Animal Cells: A
Manual of Basic Technique, 4.9 edicdo, por R Ian Freshney,
Wiley-Liss, Hoboken, N.J., 2000; e General Techniques of
Cell Culture, por Maureen A Harrison e Ian F Rae, Cambridge
University Press, Cambridge, UK, 1994. Métodos de
purificacdo proteica sdo debatidos em Guide to Protein
Purification: Methods in Enzymology, Vol. 182, Deutscher M
P, ed., Academic Press, San Diego, Calif., 1990.

Num aspeto, a invencdo compreende um mAb totalmente humano,
que compreende (i) uma regido variavel de ligacdo a
antigénio, que apresenta uma afinidade de ligacdo muito
grande com a IL-la humana e (ii) uma regido constante, que
é eficaz na ativacdo do sistema do complemento tanto apesar
de ligacdo a Clg como de ligacdo a varios recetores Fc
diferentes. A cadeia pesada compreende a sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO:9 e a cadeia leve compreende a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:11. O Ab humano é
preferencialmente um IgGl. O Ka do Ab é de preferéncia de

! ou mais (por exemplo, superior a 9

pelo menos 1 x10° M
x10'° M*, 8 x10*® M*, 7 x10*° M, 6 x10'® M', 5 x10'° M*, 4

x10*° M, 3 x10'° M7, 2 x10* M™? ou 1 x10*° M*%).

Dado que os linfécitos B, que expressam Ig especifica da
IL-1a humana, ocorrem naturalmente no ser humano, um método

atualmente preferido de criar mAbs consiste em primeiro



isolar um linfécito B desse tipo de um sujeito e depois
imortaliza-lo de modo a poder ser continuamente replicado
em cultura. Os sujeitos que ndo tém grandes quantidades de
linfécitos B naturalmente ocorrentes, gque expressam Ig
especifica da IL-la humana, podem ser imunizados com um ou
mais antigénios de IL-la humana, para aumentar o numero
desses linfécitos B. Prepara-se os mAbs humanos através da
imortalizacdo de uma célula que segrega Ab humano (por
exemplo, uma célula plasmatica humana). Ver, por exemplo, a

patente US 4,634, 6604.

Num método exemplificativo, um ou mais (por exemplo, 5, 10,
25, 50, 100, 1000 ou mais) sujeitos humanos (por exemplo,
sujeitos a quem ndo foi previamente ministrada uma vacina
IL-1a humana) sé&do examinados relativamente a presenca desse
Ab especifico de IL-la humana no seu sangue. 0Os sujeitos
que expressam o Ab pretendido podem ser depois utilizados
como dadores de linfédcitos B. Num método possivel, obtém-se
sangue periférico de um dador humano que tem linfécitos B,
que expressam o Ab especifico de IL-la humana. Esses
linfécitos B sédo depois isolados da amostra de sangue, por
exemplo, através de triagem de células (por exemplo,
fluorescence activated cell sorting, “FACS”; ou magnetic
bead cell sorting) de modo a selecionar os linfécitos B que
expressam a Ig especifica de IL-la humana. Estas células
podem ser depois imortalizadas por meio de transformacéo
viral (por exemplo, utilizando EBRV) ou através de fusédo
noutra célula imortalizada, como o mieloma humano de acordo
com técnicas conhecidas. 0Os linfdécitos B nesta populacédo
que expressam Ig especifica de IL-la humana podem ser
depois isolados por métodos de diluicdo limitativa (por
exemplo, células em pocos de uma placa de microtitulo que
sdo positivas para Ig especifica de IL-la humana séo
selecionadas e subcultivadas, e repete-se o processo até se

conseguir isolar uma linha clonal pretendida). Ver, por
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exemplo, Goding, Monoclonal Abs: Principles and Practice,
padg. 59-103, Academic Press, 1986. Prefere-se as linhas
celulares clonais gque expressam Ig tendo afinidades de
ligacdo pelo menos nanomolares ou picomolares relativamente
a IL-la humana. O0Os mAbs segregados por estas linhas
celulares clonais podem ser purificados a partir do meio de
cultura ou de um fluido corporal (por exemplo, ascites) por
meio de procedimentos de purificacdo de Ig convencionais,
tais como fraccgdes de sal, exclusdo molecular, separacédo

por permuta idnica, e cromatografia de afinidade.

Embora os linfécitos B imortalizados possam ser empregues
em culturas 1in vitro para produzir diretamente mAbs,
nalguns casos poderd ser desejavel utilizar sistemas de
expressdo heterdlogos para produzir mAbs. Ver, por exemplo,
os métodos descritos no pedido de patente US numero
11/754,899. Por exemplo, o0s genes que codificam um mAb
especifico da IL-1x humana podem ser clonados e
introduzidos num vetor de expressido (por exemplo, um vetor
de expressdo a base de plasmideo) com vista a expresséo
numa célula hospedeira heterdloga (por exemplo, células
CHO, células COS, células de mieloma, e células de E.
coli). Uma vez que as Igs compreendem cadeias pesadas (H) e
leves (L) numa configuracdo H;L,, o0Ss genes qgque codificam
cada uma delas podem ser isolados e expressos em separado

em diferentes vetores.

Embora geralmente menos preferidos, é possivel utilizar na
invencéo 0s mAbs quiméricos (por exemplo, mAbs
“humanizados”), que sdo moléculas de ligacdo a antigénio
tendo diferentes porcdes derivadas de diferentes espécies
animais (por exemplo, regido variavel de uma Ig murina
fundida na regido constante de uma Ig humana). E possivel
preparar estes Abs quiméricos por métodos conhecidos do

estado da técnica. E.G., Morrison et al., Proc. Nat'l.
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Acad. Sci. USA, 81:0851, 1984; Neuberger et al., Nature,
312:604, 1984; Takeda et al., Nature, 314:452, 1984. De
modo semelhante, ¢é possivel humanizar Abs por métodos
conhecidos do estado da técnica. Por exemplo, os Abs
monoclonais com uma especificidade de ligacdo pretendida
podem ser humanizados a nivel comercial ou como descrito na

patente US 5,693,762; 5,530,101; ou 5,585,089.

Os mAbs descritos no presente documento podem @ ser
amadurecidos em termos de afinidade para aumentar ou entéo
alterar a respetiva especificidade de ligacdo por métodos
conhecidos, tais como VH e VL domain shuffling (Marks et
al. Bio/Technology 10:779-783, 1992), mutagénese aleatdria
de regides hipervaridveis (HVRs = hypervariable regions)
e/ou framework residues (Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci.
USA 91:3809-3813, 1994; Schier et al. Gene 169:147-155,
1995; Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004, 1995;
Jackson et al., J. Immunol. 154 (7):3310-9, 1995; e Hawkins
et al, J. Mol. Biol. 226:889-896, 1992. As variantes de
sequéncias de aminodcidos de um Ab podem ser preparadas
através da introducdo de modificacdes apropriadas na
sequéncia de nucledétidos que codifica o Ab. Além disso, é
possivel alterar as modificacdes as sequéncias de
aminodcidos que codificam os mAbs (por exemplo, sem alterar
a sequéncia de aminoédcidos do mAb) para aumentar a producéo
do mAb em determinados sistemas de expressdo (por exemplo,
eliminacdo de intrdes e/ou otimizacdo de cbéddo para um
determinado sistema de expressdo). 0Os mAbs descritos no
presente documento também podem ser modificados pela
conjugacdo noutra proteina (por exemplo, outro mAb) ou
molécula ndo proteica. Por exemplo, um mAb pode ser
conjugado num polimero hidrossoltvel, como
polietilenoglicol ou um nanotubo de carbono (ver, por

exemplo, Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-
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11605, 2005). Ver o pedido de patente US ntmero 11/754,899
(publicacdo n.° US2008/0050310).

Preferencialmente, para garantir que titulos elevados de
mAb especifico de IL-la humana possam ser ministrados a um
sujeito com um minimo de efeitos secundérios, as
composicdes de mAb da invencdo apresentam uma pureza de
pelo menos 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0, 70, 80, 90, 95, 9¢,
97, 98, 99, 99,9 por cento em peso ou mais (excluindo
quaisquer excipientes). As composicdes de mAb da invencéo
poderdo compreender apenas um Unico tipo de mAb (ou seja,
um produzido a partir de uma Unica linha de linfdécitos B
clonais) ou poderdo compreender uma mistura de dois ou mais
(por exemplo, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10 ou mais) tipos
diferentes de mAbs. Além de mAbs de IL-la humana, as
composicdes de Ab da invencdo também poderdo compreender
outros mAbs que ligam especificamente antigénios diferentes

da IL-1a humana.

De modo a modificar ou aumentar a sua funcdo, os mAbs de
IL-1a humana podem ser conjugados com outra molécula, como
uma citocina ou um marcador detetédvel. Um mAb especifico de
IL-1a humana pode ser conjugado com uma ou mais citocinas,
no intuito de matar com uma maior eficdcia as células que
expressam a IL-la. As citocinas com vista a serem
utilizadas na invencdo poderédo ser qualquer agente
citotdéxico (por exemplo, uma molécula capaz de matar uma
célula apbds o contacto com esta) que possa ser conjugado
com um mAb especifico de IL-la humana. Os exemplos de
citotoxinas compreendem, sem limitacdo, radionuclidos (por

88
125I’ 1311—, 9OY’ 89Zr’ 201Tl, 186Re’ 1 Re,

exemplo, g, ttc, fp,
57 213y 2 211 : . .

Cu, Bi e At), radionuclidos conjugados e agentes
quimioterapéuticos. Outros exemplos de citocinas

compreendem, sem ficarem a estes limitados, antimetabdlitos
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(por exemplo, 5-fluorouricilo (5-FU), metotrexato (MTX),
fludarabina, etc.), agentes antimicrotubulares (por
exemplo, vincristina, vinblastina, colguicina, taxanos
(tais como paclitaxel e docetaxel), etc.), agentes
algquilantes (por exemplo, ciclofosfamida, melfalano,
biscloroetilnitrosureia (BCNU), etc.), agentes de platina
(por exemplo, cisplatina (também designados por c¢DDP),
carboplatina, oxaliplatina, JM-216, CI-973, etc.),
antraciclinas (por exemplo, doxorrubicina, daunorrubicina,
etc.), antibidéticos (por exemplo, mitomicina-C), inibidores
da topoisomerase (por exemplo, etoposideo, teniposideo e
camptotecinas), ou outro citotdxicos, tais como ricina,
toxina da difteria (DT), exotoxina de Pseudomonas (PE) A,
PE40, abrina, saporina, proteina viral de Phytolacca,
brometo de etidio, glicocorticoide, toxina de antraz e

outros. Ver, por exemplo, a patente US 5,932,188.

Os mAb especificos de IL-la humana também podem ser
conjugados num marcador detetdvel. Os marcadores detetéveis
que podem ser empregues na presente invencdo compreendem
biotina ou estreptavidina, esferas magnéticas, corantes
fluorescentes (por exemplo, isotiocianato de fluoresceina,
texas red (vermelho texas), rodamina, proteina fluorescente
verde e semelhantes), radiomarcadores (por exemplo, °H,
227, J°g, Mg, *?p, ™1In, 'Ru, “‘Ga, *®*Ga ou '’As), substéncias
radio-opacas, tais como metais para radioimagiologia,
agentes paramagnéticos para imagiologia de ressonéncia
magnética, enzimas (por exemplo, peroxidase de réabano,
fosfatase alcalina e outros wusualmente wutilizados num
ELISA), e marcadores colorimétricos, tais como  0ouro
coloidal, ou esferas de vidro colorido ou de pléstico (por
exemplo, poliestireno, polipropileno, latex, etc.). Os
meios para detetar esses marcadores sdo bem conhecidos dos
especialistas da técnica. Por conseguinte, por exemplo, oS

radiomarcadores podem ser detetados wutilizando pelicula
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fotogradfica ou contadores de cintilacdo. Também se pode
empregar marcadores Ifluorescentes e o0s mesmos podem ser
detetados wutilizando um fotodetetor para detetar a luz
emitida. Os marcadores enzimaticos s&do tipicamente
detetados ao fornecer a enzima com um substrato e ao
detetar o produto de reacdo originado pela ac¢do da enzima
no substrato, e o0s marcadores colorimétricos sao detetados

pela simples visualizac&do do marcador colorido.

A presente invencdo também compreende moléculas de &cidos
nucleicos que codificam mAbs totalmente humanos,
especificos da IL-1u humana, como definido nas
reivindicac¢cbes. Embora a mesma molécula de acidos nucleicos
possa codificar tanto as cadeias pesadas como leves de um
mAb especifica de IL-la humana, também se pode utilizar
duas moléculas de é&acidos nucleicos diferentes, uma que
codifica a cadeia pesada e outra que codifica a cadeia
leve. As sequéncias de aminoadcidos de trés mAbs IgGl
especificos da IL-la humana encontram-se apresentadas no
presente documento. Ver as SEQ ID NOs: 1, 3, 5, 7, 9 e 11.
Os exemplos de moléculas de acidos nucleicos que codificam
estas sequéncias de aminoédcidos também se encontram
descritos no presente documento. Ver as SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8, 10 e 12. Também se pode utilizar qualgquer outro &cido
nucleico apropriado que codifica as sequéncias de
aminoacidos dos dois mAbs IgGl descritos ou outros mAbs no

dmbito da invencéo.

Com vista a producdo de mAbs, as moléculas de é&cidos
nucleicos da invencdo podem ser incorporadas num vetor de
expressdo, com uma orientacdo em que essas moléculas de
4dcidos nucleicos figuem ligadas operacionalmente as
sequéncias de controlo de expressido, tais como sequéncias
de controlo transcripcionais e translacionais. Os exemplos

de vetores de expressdo compreendem vetores derivados de
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plasmideos e vetores derivados de wvirus, tais como
adenovirus, virus adenoassociados e retrovirus. As
moléculas de &acidos nucleicos que codificam uma cadeia leve
e uma cadeia pesada podem ser incorporadas num Unico vetor
ou em vetores diferentes. 0Os vetores da invencdo também
poderdo compreender sequéncias reguladoras, tais como
promotores e/ou ampliadores (ver as patente US 5,168,062,
patente US 4,510,245 e patente US 4,968,615), marcadores
selecionaveis ou sequéncias que codificam marcadores de
afinidade (para facilitar a purificacdo) ou um marcador

detetével.

Com vista a producdo de mAbs, os vetores da invencdo podem
ser introduzidos numa célula hospedeira apropriada, como,
por exemplo, uma célula procaridtica como uma bactéria ou,
preferencialmente, uma célula eucaridtica, como uma célula
hospedeira de mamifero, vegetal ou de levedura. Os exemplos
de métodos para introduzir polinucledétidos heterdlogos nas
células hospedeiras compreendem a utilizacdo de vetores
virais, electroporacéao, encapsulamento do (s)
polinucledétido(s) em lipossomas, transfeccdo mediada por
dextrano, precipitacdo de fosfato de célcio, transfeccédo
mediada por polibreno, fusdo de protoplastos, transformacédo
mediada por agrobactéria, transformacdo Dbiolistica, e
microinjecdo direta do ADN nos nucleos. As linhas celulares
de mamifero sdo atualmente preferidas para a expressdo dos
mAbs a partir de vetores. 0Os exemplos de <células
hospedeiras de mamifero compreendem células dos ovarios de
hamster chinés (Chinese hamster ovary cells) (CHO) (por
exemplo, a linha celular DG44 CHO), células Hela, células
renais de hamster bebé (baby hamster kidney cells) (BHK),
células renais de macaco verde africano (African green
monkey kidney cells) (C0S), células do carcinoma
hepatocelular humano (por exemplo, Hep G2), células NSO,

células SP2, células HEK-293T, células 293 Freestyle, e
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células NIH-3T3. Os mAbs da invencdo também poderdo ser
expressos em animais ou plantas transgénicos. Ver, por
exemplo, as patentes US 5,827,690, 5,756,687; 5,750,172;
5,741,957; 6,046,037; e 5,959,177.

A revelacdo descreve um método para detetar uma célula que
expressa a IL-la humana numa amostra, ao fazer contactar a
célula com um mAb especifico da IL-lua humana e ao detetar o
mAb ligado a célula. A invencédo disponibiliza igualmente um
método para matar uma célula que expressa a I1L-la humana,
ao fazer contactar a célula com um mAb especifico da IL-la
humana. Isso pode ser conseguido por morte mediada pelo
complemento, citotoxicidade de mediacdo celular dependente
de Ab, ou fornecimento mediado por Ab de uma citotoxina. O
Abs descrito no presente documento também deu provas de
poder ser empregue noutros métodos. Por exemplo, o MABpl
reduziu ICAM1 induzido pela IL-la e a expressdo de E-
selectina em células endoteliais. O MABpl também deu provas
de ser empregue em imunoensaios para detetar e quantificar

a IL-la numa amostra bioldgica.

EXEMPLOS

Exemplo 1- Clonagem de IgGl anti-hIL-lua e cadeias Kappa

As sequéncias de cadeia pesada de regido variavel (V-HC) e
de cadeia leve de regido variével (V-LC) foram sintetizadas
geneticamente utilizando a informacdo de sequéncias de
aminodcidos constantes da patente US 5,959,085. A V-HC foi
amplificada por PCR introduzindo Ioci HindIII/Clal a
montante do c¢béddo de iniciacdo ATG e um Iocus Nhel na
terminacdo 3'. A regido constante de IgGl de linha germinal
humana (inclusive exdes e intrdes) foi amplificada por PCR,
modificando os dois tripletos 5' que codificam os primeiros

dois aminoédcidos Ala-Ser num locus Nhel, e introduzindo um
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locus BamHI na terminacdo 3'. A sequéncia de aminodcidos da
regido constante de IgGl da linha germinal humana
correspondia a Swiss-Prot entry P01857, a excecdo de uma
troca de K171Q e de V261L. A V-HC e a sequéncia de IgGl-HC
constante foram ligadas utilizando o Jlocus Nhel e foram

clonadas no pcDNA3 utilizando os loci HindIII e BamHI.
>hIL-1a-IgGl-HC

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD

~—SEREEDTAVYY¥CARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFESSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAQTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIALEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NOG:1)

>hIL-1a-IgGl-HC

atggagttcgggetgagtigggtgticetggtggetctgetgeggggcgtgcagigecaggtecagetestggagagteg
gggtggegtggtgcagectggecggtetetgegectgtettgeactgecteeggtittacctittetatgtitggtatpcactgg
gtgcgecaggetcecggeaagggactggaatgggtggecgecgtgagttacgacgggtccaacaaatattacgetgaga
;géétgaaaggcagattcaccatcagcag::gétaattccaaéaététtctgttcctécagatggacagtctgagactggagg

acactgctgtgtactactgegetcgtggacgecctaaggtggteatccecgeccecectggeacattggggecagggaacte
tggtgaccttitctage gclagcdccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggca

cagcggecctgggcetgectggtecaaggactacttceccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegecctgaccag
cggegtecacaccttcceggetgtectacagtectcaggactctactcectcageagegtagtgacegtgecectecageag
cttgggecacceagacctacatctgcaacgtgaatcacaageccageaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaa
tcttgtgacaaaactcacacatgeccaccgtgeccageacctgaactectggggggaccgteagtettcetettceccccaa

aacccaaggacaccctcatgaictcccggaccectgaggicacatgegtggtgetgpgacgtgagecacgaagacectga
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ggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgecccagacaaagecgegggaggageagtacaacag
cacgtaccgtgtggtcagegtceteaccgtectgeaccaggactggetgaatggcaaggagtacaagtgeaaggieteca
acaaagccctcccageccceatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagaaccacaggtgtacacce
tgcceccatccegggatgagetgaccaagaaccaggteagectgacctgectggteaaaggetictatceccagegacate
gcectggagtgggagageaatgggeagecggagaacaactacaagaccacgecteccgtgetggactecgacggetee
ttcttcctctacagcaagetcaccgtggacaagageaggtggcagcaggggaacgtctictcatgeteegtgatgeatgag
getetgeacaaccactacacgcagaagagcectetecttaagtecgggaaaataa (SEQ ID NO:2)

Amplificou-se a V-LC por PCR introduzindo loci HindIII/Clal
a montante do cbdéddo de iniciacdo ATG e um locus BsiWI na
terminacdo 3'. A sequéncia Kappa-LC constante humana foi
amplificada por PCR introduzindo um lIocus 5' BsiWI que
codifica uma Arg adicional e o0s primeiro aminoadcidos Thr, e
um locus BamHI na terminacdo 3'. A sequéncia de aminoé&cidos
Kappa-LC constante humana correspondia a Swiss Prot entry
P01834. As V-HC e sequéncias Kappa-LC constantes foram
ligadas utilizando o locus BsiWI e foram clonadas no pcDNA3

utilizando loci HindIII e BamHI.

>hIL-1a-K-LC

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK
VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:3]

>hIL-1a-K-LC
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atggacatgegegtgeeccgeccagetgetggggetgetgetgetgtggticectggatctaggtgegacattcagatgace
cagtétgc:a{gc-gcagtgtcagcctccgtgggcgacagagtgacéé.tcacctgccgcgcctctcagggaatctctagttgg
ctggeetggtaccageagaagectggaaaggeccccaagetgetgatetatgaagectccaacctggagaceggegtge
cetetegeticageggetcaggetcaggeagtgattttactctgaccatcagetcectgeagecagaggatttegetacttact
actgccagcagacctcttccttcétgctgtccttcgggggaggcacaaaggtggagcaccgtacggtggctgcaccatctg
tcttcatcttcecgecatctgatgageagttgaaatctggaactgectetgtigtgtgectgetgaataactictatcccagaga
ggccaaagtacagtggaaggtgoataacgcectecaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagageaggacageaa
ggacagcacctacagectcageageaccetgacgetgageaaageagactacgagaaacacaaagtetacgectgega

agtcacccatcagggecetgagttcaccggtgacaaagageticaacaggggagagtgitag[SEQ ID NO:4)
Exemplo 2- Producdo de IgGl NATHMAB-hIL-la e cadeia Kappa

A sequéncia completa que <codifica a cadeia pesada de
NATHMAB-hIL-1a/IgGl foi sintetizada geneticamente. A
sequéncia V-HC correspondia a sequéncia de aminodcidos
descrita na patente US 5,959,085. A sequéncia da IgGl-HC
constante humana correspondia a Swiss-Prot entry P01857. A
sequéncia de nucledtidos foi otimizada com cdddo com vista
a expressdo em células CHO. Adicionou-se uma sequéncia

Kozac (gccacc) a montante do ATG inicial.

>NATHMAB-hIL-1A-IGG1-HC
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MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
_VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRETISRDNSKNILELQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS
KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

[SEQ ID NO:5] |

>NATHMAB-hIL-1A-IGG1 HC

gecaccatggagtttggtetgtectgggtgticttggtggetetgetgaggggggtgeagtgecaggtccagetggtaggagt
ctggtggggpagtgptgcagectgggagatctetgeggetgtettgeactgectctggtttcactttctetatgtttggtgtgca
ttgggtcaggcaageaccaggeaaaggactcgagtgggtcgeagetgtgagetatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtttaccatcagecgggataattccaaaaatatectgitcctgcaaatggactetetgaggctgpgaa
gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggecaaaggtgptgatccecgeteececctegetcactggggacagggaac
cctggtgactttcagetetgetageaccaagggecctagegtgttcccattggetcettectccaaatetactictggaggeac
cgecgeectgggatgtetegtgaaagattattitcctgagecegtcaccgtgagetggaacageggegecctgactagegg
cgtgcacacctttccecgeagtgetgeaatetagegggetgtacteectgagetetgiegtgacegtgecctecageagecte
ggaactcagacctacatctgeaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagaaggtegaacctaaatettgega
taaaacccatacctgecccccttgeccageaccegaactgetgggeggteectetgtgtttetgticccecccaaacccaaa

gataccctgatgatctctaggacceccgaggteacttgtgtcgtggtgpgatgtgtcccacgaagatccagaagtcaaattca
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actggtatgtgpgacgggptcgaagtgeacaacgeaaagaccaagectagggaggaacagtataatageacatatagggt
ggteagegtectgacegicetgeatcaggactggetgaatggeaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggeectgee
agccccaatcgaaaagacaatctctaaagecaaggggcaaccecgggaaccteaggtetatacactgecaceetetegg

gatgaactgaccaagaatcaggtgagectgacatgtettgtgaagggtititatccctecgacattgeegtggagtgggaga
gcaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacacccectgtgetggactccgatggttecttcttectetactctaagetg
acagtggataagtctaggtggcageaggggaatptgttctectgetetgtgatgeacgaggcactgceacaatcattatacac
aaaagtctetgtictctgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:6]

A sequéncia completa que codifica a cadeia leve NATHMAB-
hIL-la/Kappa foil geneticamente sintetizada. A sequéncia V-
LC correspondia a sequéncia de aminoédcidos descrita na
patente US 5,959,085. A sequéncia Kappa-LC constante humana
correspondia a Swiss-Prot entry P01834. A sequéncia de
nucleétidos foi otimizada por cdddo com vista a expressédo
em células CHO. Adicionou-se uma sequéncia Kozac (gccacc) a

montante do ATG.

>NATHMAB-hIL-1A-K-LC

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF

YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHK

VYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:7]

NATHMAB-hIL-1A-K-LC
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gecaccatggacatgegegticctgeccagetcectecggactgetgetgetttggttcccaggeteccggtgtgataticag
atgacacagtctccctccteegtatetgeateegtgggcegacagggtcacaatcactigtagggecagecaggggatete
tagttggctcgeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgetcatttacgaagetagtaacctcgaaacag
gegtgccaagecggtitagegpetecggttceggtictgacticacccteactatttcetecctgeaacctgaggattttgee
acatattactgtcagcaaacticticttttctgetetectitggtgggggaactaaggtggageacacagtggeegecccea
gegletttatcttceccccaagegatgaacagetgaagteagggacegecagegiggtetgectgetcaataatttttacee
tcgegaggcetaaggtccaatggaaagtggataacgeccteccagageggtaactctcaggagtetgtcacagageaaga
cagcaaggatagcacctattcectctccageaccetgacactgtctaaggecgactacgagaaacacaaagtgtacgett
gtgaggtgactcaccagggactgagtagecctgtgacaaaatctttcaataggggagaatgetga [SEQ ID
NO:8]

Exemplo 3 - Expressdo de NATHMAB-ILl-a (subtipo IgGl/k)

A NATHMAB-ILla foi expressa e purificada wutilizando um
método de transfeccéio transiente. Sujeitou-se o
sobrenadante de cultura de células ou Ab purificado por
afinidade de proteina G a maior analise, como abaixo
descrito. Fez-se a cultura de células renais embrionarias
humanas (Human embryonic kidney cells) (HEK) 293T em DMEM
contendo FCS a 10%, e as mesmas foram transfectadas
transientemente utilizando reagente JjetPEI (Polyplus) de
acordo com o protocolo do fabricante. Fez-se a cultura das
células em placas de 10 cm (3x10° células por placa de 10
cm) 24 h antes da transfeccdo, para atingir uma densidade
de aproximadamente 50% no ponto de transfeccdo. Utilizou-se
5 pg por placa de pcDNA3-anti-hIL-la-IgGl-HC e o dobro de
excesso molar de pcDNA3-anti-hIL-la-Kappa para transfeccéo.
Apds recuperacdo, mudou-se o meio para DMEM contendo FCS a
2% (10 mL por placa) e colheu-se AD durante 5 a 6 dias.
Recolheu-se o sobrenadante, filtrou-se, ajustou-se o valor
de pH para 7,5 8, e armazenou-se nos 4°C até posterior

utilizacéo.
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Incubou-se parte do sobrenadante (250 mL) com sefarose de
proteina G (protein G sepharose) (GE Healthcare) durante 3
h nos 4°C numa roda rotativa. Em seguida, carregou-se a
sefarose de proteina G numa coluna de gravidade e lavou-se
com PRBS. Eluiu-se o Ab em fracdes de 1 mL utilizando
glicina 100 mM/NaCl 150 mM em Tris 100 pL (pH de 8), a dque
se seguiu diédlise com PBS contendo glicerol a 10%. Mediu-se
a concentracdo de proteina total de cada fracdo utilizando
o BCA Protein Detection Kit (Pierce). O tamanho correto das
cadeias pesadas e leves e do Ab nativo montado foi

confirmado por SDS-PAGE.

Testou-se o sobrenadante contendo Ab NATHMAB-hIL-lo-
purificado e lisados celulares de Triton X-100 de células
HEK 293T produtoras, relativamente a ligacdo a antigénio
num radioimunoensaio (RIA) utilizando '*I-hIL-la. Ensaiou-
se a ligacdo por meio de absorcdo em proteina G. Todas as
amostras ligavam '*°I-hIL-la com a maior atividade no
eluato. A ligacdo da NATHMAB-hIL-la ©purificada numa
concentracdo de 0,012% (atividade semiméxima em RIA) a ‘*°I-
hIL-la foi utilizada para medir o coeficiente de afinidade.
O Ka de NATHMAB-hIL-lo sob estas condicdes era de 3,03x10%°
M'. O recadlculo revelou uma concentracdo estimada de
aproximadamente 30 pg/mL de IgG anti-hIL-la ativa no eluato

purificado.

Testou-se a atividade neutralizante da NATHMAB-hILlx num
bioensaio utilizando a sublinha EL4-6.1 murina, que produz
niveis elevados de IL-2 ao ser tratada com IL-la murina ou
humana (Zubler et al., J. Immunol. 134:3662-3668, 1985).
Incubou-se as concentracdes indicadas de NATHMAB-hIL-lo
(eluato) durante 30 min nos 37°C com diversas concentracdes
de hIL-la recombinante (eBioscience) num volume final de
100 upL/poco numa placa de cultura de 96 pocos (de fundo

plano). Realizou-se cada ponto em triplicado e em meio de
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cultura (DMEM, FCS 5%). Adicionou-se a cada poco 100 npL de
uma suspensdo de células ELA-6.1 (5x10° células/mL) em meio
de cultura contendo 0,2 pg/mL de ionomicina. Apds incubacao
durante 24 h nos 37°C numa incubadora de CO, a 5%, colheu-
se o0s sobrenadantes celulares livres e fez-se 0 seu ensaio
relativamente a concentracdes de IL-2 utilizando um ELISA
disponivel no mercado (R&D  Systems). Os resultados
mostravam que a NATHMAB-IL-la neutralizou eficazmente a

secrecdo de IL-2 hIL-lo-induzida pelas células EL-4.

De modo a testar a neutralizacdo de hIL-la de ligacdo a
membrana, utilizou-se o mesmo ensaio de base celular EL-4
como acima descrito com as seguintes modificacgdes. Incubou-
se diferentes concentracdes de NATHMAB-hIL-la (eluato) com
diversas quantidades de mondécitos ativados humanos. Com
vista a preparacdo dos mondécitos, isolou-se PBMC de crosta
inflamatéria utilizando centrifugacdo Ficoll-Pagque. Deixou-
se que os mondcitos aderissem durante 1,5 h nos 37°C em
RPMI em placas de pléastico. Removeu-se por lavagem o8
linfécitos ndo aderentes para dar origem a uma cultura de
monécitos gquase pura. Fez-se a cultura dos mondcitos em
RPMI contendo Gln, Pyr e FCS a 10% durante 24 h com LPS (1
png/mL) nos 37°C numa incubadora de CO, a 5%. As células
foram desprendidas com PBS/EDTA 2 mM, foram raspadas com
cuidado das placas, e foram transferidas para tubos Falcon.
As células foram lavadas duas vezes com PBS, foram
ressuspensas em PBS/PFA 1% e foram fixadas durante 10 min
nos 20°C. As células foram lavadas com tampdo glicina
(glicina 150 mM, NaCl 75 mM, pH de 7,4), depois com meio de
cultura e foram contadas. 0Os resultados mostravam que a
NATHMAB-hIL-1la neutralizava com eficédcia a secrecdo de IL-2
por células EL-4, induzida pela hIL-la de ligacéo
membranar. Numa experiéncia semelhante a acima descrita,
testou-se a NATHMAB-hIL-loa relativamente a neutralizacdo de

IL-1la murina. Incubou-se as quantidades indicadas de
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sobrenadante de NATHMAB-hIL-la com IL-la recombinante
humana (h) ou murina (m) (eBioscience). O sobrenadante
contendo a IL-lo humana neutralizada com Ab, mas néao

murina.

Exemplo 4- Morte mediada por Ab de células cancerigenas

Células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC),
isoladas da crosta inflamatdéria por meio de preparacdo de
Ficoll Paque padrdo, foram incubadas em RPMI-1640 CM ou
RPMI-1640-CM contendo rhIL-2 (30 ng/mL, ebioscience) nos
37°C e com CO2 a 5% durante a noite e foram empregues COmMO
células efetoras (E). Utilizou-se células THPl1 como alvos
(T). Realizou-se o ensaio em placas de 96 pocos com cada
ponto em triplicado. Apds 1x10* alvos, que foram incubados
com diferente concentracdo de MABpl durante 15 min,
adicionou-se células efetoras numa relacdo ET de 25:1 e
50:1 para 1x10° alvos e incubou-se durante mais 4 horas.
Transferiu-se 75 ul de volume de ensaio para uma nova placa
de 96 pocos e ensaiou-se a citotoxicidade com o kit de
detecdo de citotoxicidade LDH cytotoxicity detection kit
de

o\©

(Roche) de acordo com o protocolo do fabricante. A
lise especifica= (libertacdo experimental média-libertacéo
espontdnea média sem anticorpo) x 100/ (libertacdo méxima
média dos alvos-libertacdo espontdnea média dos alvos) A.
Utilizou-se PBMC n&do tratadas como células efetoras. B.
Utilizou-se PBMC tratadas com rhIL-2 como células efetoras.
Nos dois casos, concentracdes crescentes (1,25 a 20 ug/mL)
de MABpl tiveram por resultado uma maior morte de células

alvo (até cerca de 90%) com ambas as relacbdes de ET.

Exemplo 5- Sequéncias de mAB especificas anti-ILla humana.

A sequéncia completa que codifica outra anti-hIL-

1lalgG;,cadeia leve Kappa humana especifica da ILla humana
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(MABpl) foi sintetizada e expressa como acima descrito. Nos
acidos nucleicos que codificam as cadeias leves e pesadas,
adicionou-se uma sequéncia Kozac (gccacc) a montante do ATG

inicial.
Cadeia pesada

MEFGLSWVFLVALLRGVQCQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCTASGFTFSMFG
VHWVRQAPGKGLEWVAAVSYDGSNKYYAESVKGRFTISRDNSKNILFLQMD
SLRLEDTAVYYCARGRPKVVIPAPLAHWGQGTLVTFSSASTKGPSVFPLAPSS

KSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP

SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
[SEQ ID NO:9}

gecaccatggagtitggtetgtectgggtgtictiggtggetetgetgaggggegtacagteccaggtccagetggtggagt
ciggtgpaggagtggtacageetgggagatctetgeggetgictigeactgectetggtttcacttictetatgtttggtgtaca

ttgggtcaggcaageaccaggceaaaggactcgagtgggtegeagetgtgagctatgacgggtctaacaaatattacgetg
agtctgtcaagggtaggtitaccatcagecgggataaticcaaaaatatectgticetgcaaatggactetctgaggetggaa

gatactgcagtctactattgtgcaagggggaggccaaaggtggtgateccegeteceetegeteactggggacagggaac
cetggtgactttcagetetgetageaccaagggecctagegtaticecattggeteettoctceaaatetacttctggaggeac
cgeegeecigggaigiciogigaaagatialtiiccigagecegicaccgigageiggaacageggegccctgactagegg

cgtgcacacctttcecgeagtgetgeaatetagegggetgtacteectgagetetgicgtgacegtgecctccageagecte
ggaactcagacctacatctgcaatgtcaatcataaaccctctaataccaaagtcgataagagggtcgaacctaaatettgeg
ataaaacccatacctgecceecttgeccageaccegaactgetgggeggtecctotgtgtitetgticecceccaaacccaa
agataccctgatgatctctaggaccecegaggteacttgtgtegtgptggatgtgtcccacgaagatecagaagicaaatie
aactggtatgtggacggggtcgaagtgcacaacgcaaagaccaagectagggaggaacagtataatagcacatataggg
tggteagegtectgacegtectgeatcaggactggcigaatggeaaagaatataagtgtaaagtgtccaacaaggecctge
cagccccaatcgaaaagacaatctctaaagccaaggggcaaccccgggaacctcaggtctatacactgcéaccctctcgg
gaggaaatgaccaagaatcaggtgagectgacatgtettgtpaagggtitttatccetcegacattgeegtggagtgggaga
geaatggacaaccagaaaataactacaaaaccacaccecctgtgetggacteegatggttecttcticctetactctaagetg
acagtgpgataagtctaggtggcagcaggggaatgtgtictectgeletgtgatgeacgaggeactgeacaatcattatacac
aaaagtctetgictetgtctccaggaaagtaa [SEQ ID NO:10]
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Cadeia leve

MDMRVPAQLLGLLLLWFPGSRCDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISS
WLAWYQQKPGKAPKLLIYEASNLETGVPSRFSGSGSGSDFTLTISSLQPEDFA
TYYCQQTSSFLLSFGGGTKVEHKRTYAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC [SEQ ID NO:11]

gecaccatggacatgegegttcetgeccagetectcggactgetgeigetttggttcccaggetcceggtgtgatattcagat
gacacagtetecctectecgtatetgeateegtgggegacagggteacaateacttgtagggccagecaggggatctctag
ttggetegeatggtaccaacaaaagecaggtaaggetccgaaactgetcatitacgaagetagtaacctcgaaacaggegt
gecaagecggtttageggetecggttecggtictgacticacccteactatitcctccctgcaacctgaggattitgecacatat
tactgtcagcaaacttctictittetgetctectttggtggagpaactaaggtggagcacaageggacagttgetgetectage
gtetitatcttcecteccaagegatgaacagetgaagtecagggaccgecagegtggtetgectgetcaataattittaceetege
gaggctaaggiccaatggaaagiggataacgeeciccagageggtaactclcaggagtetgicacagageaagacagea
aggatagcacctattccctctccageaccetgacactgtctaaggecgactacgagaaacacaaagigtacgetigtgaggt
gactcaccagggactgagtageeetgtgacaaaatetttcaataggggagaatgetga [SEQ ID NO:12]

Exemplo 6 - Afinidade de ligacdo do MABpl

Determinou-se a afinidade de ligacdo do MABpl purificado
utilizando surface plasmon resonance (SPR) num BIAcore 2000
instrument (GE Health Sciences). Um IgG (Fc) Ab anti-humano
monoclonal murino foi imobilizado por covaléncia nas
células de fluxo de um CM5 sensor chip utilizando um kit de
captura de Ab humano e um kit de ligacdo amina (GE Health
Sciences). Tipicamente atingir-se-ia niveis de imobilizacéo
de 8000 - 14000 RU. Apds imobilizacdo do Ab de captura de
IgG (Fc) anti-humano murino, realizou-se trés <ciclos
iniciais com tampdo de execucdo HBS-EP (GE Health Sciences)
e dois ciclos iniciais com MABpl, de modo a estabilizar a
superficie de CM5 e a remover qgualquer Ab ndo ligado por
covaléncia. Para fins de anadlise, diluiu-se Ab MABpl em
tampdo de execucdo HBS-EP para uma concentracdo final de 1
ng/mL e imobilizou-se para 700 RU numa célula de fluxo do
CM5 sensor chip. Diluiu-se em série carrier-free human IL-

1A cytokine (eBioscience, #34-8019) em tampdo de execucdo
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HBS-EP numa gama de teste de 100 nM a 0,05 nM. O débito era
de 30 pL/min. Registou-se os dados de dissociacdo para cada
diluicédo de citocinas durante 15 minutos. A superficie do
CM5 foi regenerada apds cada ciclo utilizando uma uUnica
injecdo de MgCl, 3 M durante 25 segundos com um débito de
30 pL/min. Empregou-se o software BiaEvaluation e um modelo
de ligacdo Langmuir para ajustar os dados. Determinou-se

que o Kp para MABpl era inferior a 2,0 x 107° M.

Exemplo 7 - O MABpl inibe a invasdo de células tumorais

numa matriz de membrana basal.

A matrigel (BD), uma matriz de membrana basal, foi
descongelada nos 4°C durante a noite e o diluido (5 mg/mL
para 1 mg/mL) em meio de cultura celular frio sem soro.
Colocou-se 100 ulL. da matrigel diluida nas cémaras
superiores de um transwell de 24 pocos (Costar) e incubou-
se o transwell nos 37°C durante pelo menos 4 a 5 h com
vista a gelificacdo. Fez-se a colheita de células tumorais
(MDA-MB-231 e THP-1) a partir de frascos de cultura de
tecido por meio de tripsina/EDTA, lavou-se com meio de
cultura, e ressuspendeu-se em meio contendo FBS a 1% com
uma densidade de 1 X 10° células/mL. A matrigel gelificada
foi lavada com cuidado com meio de cultura sem soOro
aquecido, e adicionou-se 100 ul da suspensdo de células em
cada poco. A cémara inferior do transwell foi enchida com
600 uL de meio de cultura, e incubou-se as placas nos 37°C
durante 12 a 24 h. As células que ndo invadiram a matrigel
foram raspadas com cuidado do topo de cada transwell com um
cotonete. Depois removeu-se o0s transwells das placas de 24
pocos e corou-se com violeta de cristal apds fixacdo das
células invadidas com metanol ou etanol a 70%. As células
invadidas foram contadas ao fotomicroscépio. A percentagem
de células que invadiram a matrigel foi inibida de modo

significativo na presenca de MABpl.
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Exemplo 8 - O MABpl blogqueia o aumento da expressdo de

ICAM]1 em células endoteliais.

Fez-se a cultura de células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC) (BD Biosciences) em placas de 24 poc¢cos com 5
x 10° por poco em 1 mL de meio M-200, suplementado com
suplemento de crescimento de baixo soro, low-serum growth
supplement (Invitrogen). Deixou-se as células repousar
durante 3-4 horas. Aspirou-se o meio e adicionou-se mais 1
mL de M-200 por poc¢o. Adicionou-se MABpl diretamente as
células @ 4,26 npg/mL, coincubou-se durante 15 minutos a
temperatura ambiente e, depois, adicionou-se IL-la humana
recombinante (rhILlA, eBioscience) para uma concentracéo
final de 40 pg/mL. Pocos de controlo positivos receberam a
adicdo apenas de IL-la. As células HUVEC na auséncia de IL-
la ou na auséncia de MABRpl serviram de controlos negativos.
Passadas 17-20 horas de incubacdo nos 37°C, CO, a 5%,
levantou-se as células das placas por meio de um tratamento
ndo enzimético durante 20 minutos, wutilizando reagente
Cellstripper (Cellgro Mediatech) e ensaiou-se depois de
imediato relativamente a expressdo de CDb54 (ICAM-1),
utilizando protocolos de citometria de fluxo padrdo. O
tampdo corante continha PBS da Dulbecco suplementado com
soro bovino fetal termodesativado a 2%. Empregou-se CDb54
(ICAM-1) mAb anti-humano murino PE-conjugado (eBioscience,
clone HAL8) ou um controlo de isotipo IgGlk murino PE-
conjugado (eBiocience, #12-4714) de acordo com  as
instrucdes do fabricante, para corar células HUVEC num
volume corante de 100 microlitros durante 20 minutos no
escuro a temperatura ambiente. Realizou-se subsequentemente
duas lavagens em tampdo corante e depois colheu-se amostras
num citdémetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). Entre
varias experiéncias independentes (n=5) neutralizou-se o
aumento de moléculas de adesdo ICAM-1 induzido por rhILl1A

na superficie de células HUVEC através de MABpl, para
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niveis basais apresentados pelas células HUVEC nédo

estimuladas.

Exemplo 9 - 0O MABpl blogueia o aumento da expressdo da E-

selectina em células endoteliais.

A semelhanca dos seus efeitos na inducdo de ICAM-1, também
se observou neutralizacdo mediada por MABpl da inducdo de
CD62E (E-selectina) em células HUVEC. Este efeito era mais
pronunciado quando as células HUVEC ndo eram estimuladas
por rhIL-la soltvel, mas por IL-la membranosa ancorada por
glicosil-fosfatidilinositol & superficie de células DG44
CHO (células GPI-IL1A). Neste experiéncia, fez-se a
cocultura de culturas confluentes de células HUVEC em
placas de 6 pocos durante a noite com 5 x 10° células GPI-
IL1A DG44 em meio M-200, seja por si sd, na presenca de 10
ng/mL de MABpl, ou na presenca de 10 npg/mL de Ab de
controlo isotipo D5. Passadas 17-20 horas, lavou-se
monocamadas HUVEC extensivamente com PBS da Dulbecco e
depois elevou-se por tratamento ndo enzimético durante 20
minutos com reagente Cellstripper (Collgro Mediatech) e
sujeitou-se de imediato a ensaio da expressdo de CD62E (E-
selectina), utilizando protocolos de citometria de fluxo
padréo. O tampdo corante continha PBS da Dulbecco
suplementado com soro bovino fetal a 2% termodesativado.
Empregou-se CD62E mAb anti-humano murino PE-conjugado
(eBioscience, clone P2H3) ou um controlo de isotipo IgGlk
murino PE-conjugado (eBiocience, clone P3) de acordo com as
instrucdes do fabricante, para corar células HUVEC num
volume corante de 100 microlitros durante 20 minutos no
escuro a temperatura ambiente. Realizou-se seguidamente
duas lavagens em tampdo corante e depois adgquiriu-se
amostras num citdémetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences). A expressdo aumentada de E-selectina na

superficie de células HUVEC, induzida por GPI-IL-1la
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membranosa, foi neutralizada por MABpl para niveis basais

apresentados por células HUVEC ndo estimuladas.

Exemplo 10 - Bioensaio de MRC-5 relativamente a poténcia do

MABpl (neutralizacdo de rhIL1A)

Obteve-se a linha celular MRC-5, derivada de fibroblastos
de pulmdo humano fetal a partir da colecdo ATCC (CCL-171).
Ensaiou-se a poténcia de neutralizacdo da IL-1 do MABpl
através da medicdo da libertacdo, induzida pela IL-la, da
IL-6 de células MRC-5. Fez-se a cultura de células MRC-5
com 5 x 10° por poco numa placa de 96 pocos em 100
microlitros de meio completo DMEM. Fez-se a cultura das
células durante a noite nos 37°C numa incubadora de CO, a
5% humidificada. Fez-se subsequentemente a cultura de
células MRC-5 confluentes durante mais 24 horas com 20
pg/mL de IL-1A humana recombinante (rhIL1A, eBioscience),
seja por si sbé ou na presenca de concentracdes crescentes
de MABpl. As células de controlo negativas né&do foram
estimuladas com rhILl1A. Passadas 24 horas, colheu-se os
sobrenadantes e ensaiou-se 0s mesmos relativamente a
libertacdo de 1IL-6, utilizando wum IL-6 ELISA kit da
eBioscience. O ICsy, ou a concentracdo de MABpl necessaria
para uma inibicdo de 50% da libertacdo de IL-6 méxima, era

de 0,001-0,01 pg/mL.

Exemplo 11 - O MABpl identifica IL-la+ Células.

Cem microlitros de sangue 1inteiro anticoagulado com
heparina de sdédio foram aliquotados para tubos FACS de
poliestireno. Incubou-se amostras a temperatura ambiente
durante 15 minutos com 1 mg de IgG humana (purificada com
proteina A) mais 2 mL de soro bovino fetal termodesativado
para Dbloquear os recetores Fc. Depois adicionou-se Abs

primarios a amostra: 1 mg de MABpl marcado com Alexa-488, 1
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mg de IL1A Ab humano anti-membrana monoclonal marcado com
FITC (FAB200F, R&D Systems), ou 1 mg de um controlo de
isotipo murino (ICO02F, R&D Systems). Incubou-se Abs
primadrios com amostra durante 30 minutos a temperatura
ambiente no escuro. Depois ocorreu a lise dos eritrdcitos
de amostra (solucdo BD Biosciences PharmlLyse) a temperatura
ambiente durante 15 minutos, centrifugou-se com 300 x g
durante 5 minutos, e aspirou-se. Lavou-se peletes de
amostra trés vezes com 1 mL de solucdo salina equilibrada
Hank (Hank’s balanced salt solution - HBSS) contendo soro
bovino fetal termodesativado a 2%. A  amostra foi
ressuspensa em 0,3 mL de HBSS + FBS a 2% e colheu-se dados
num citémetro de fluxo FACSCalibur e os mesmos foram
analisados com o software CellQuest. Anadlise de citometria
de fluxo de PBMC humanas utilizando MABpl mostrou gque

apenas 0,2% das PBMC eram positivas para IL-la.

Exemplo 12 - MABpl para detetar e rastrear infecdes e

inflamacéo.

A andlise por citometria de fluxo (como no Exemplo 11) de
PBMC humanas, utilizando MABpl, mostrou um aumento de 3,6
vezes da percentagem de PBMC positivas para IL-la num
sujeito com uma infecdo subclinica, em comparacdo com um
controlo normal. De modo semelhante, num sujeito com um
dente do siso inflamado, um aumento da percentagem de PBMC
positivas para IL-1o. Observou-se uma diminuicé&o
substancial do nUmero de IL-la’ PBMC 14 a 45 dias apds a

remocdo do dente do siso.

Exemplo 13 - Imunoensaio para detetar e/ou quantificar a

IL-1 a.

Em geral, niveis muito baixos de IL-la encontram-se

presentes no plasma de sujeitos humanos. Dado gque estes
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niveis se encontram com frequéncia além do limiar de
detecdo de imunoensaios convencionails, desenvolveu-se um
ELISA com sensibilidade melhorada. Neste ELISA, pode
adicionar-se Ab anti-IL-la exdbdgeno (por exemplo, MABpl) a
uma amostra bioldgica a ser testada (por exemplo, plasma
humano), sob condic¢cdes que permitem que o Ab ligue IL-la na
amostra. Visto se ter observado que quase toda a IL-1la nas
amostras de plasma humano j& se encontra ligada ao Ab anti-
IL-1la enddébgeno, ¢é possivel com frequéncia omitir a ultima
etapa. A amostra com complexos de IL-la-Ab ¢é depois
aplicada a um filtro (equipamento de centrifugacdo Amicon)
com uma separacdo do peso molecular de cerca de 100 kDa, de
modo a separar os complexos de IL-la-Ab das moléculas na
amostra inferiores ao valor de separacdo do peso molecular.
Numa experiéncia, isto teve por resultado uma concentracdo
de 50 vezes. Depois adicionou-se a amostra processada (e
diluicbes da mesma) a pogcos de uma placa de microtitulo
revestida com um Ab de captura IgG anti-humano (2 ug/mL de
IgG anti-humana murina, especifica de Fc, Southern Biotech,
referéncia do produto #9042-01). Depois de se deixar passar
tempo para ligar os complexos de IL-la-Ab na amostra,
lavou-se 08 pocos para remover o material né&do ligante.
Depois adicionou-se um Ab secundario de IL-la anti-humano
marcado aos poc¢os (0,2 ug/mL de IL-1A Ab anti-humano murino
monoclonal biotina-conjugado, clone CRMb, eBioscience,
catdlogo # 13-7017). Apbdbs se deixar passar tempo para
ocorrer a ligacdo a IL-lua nos pogos, lavou-se a placa e
quantificou-se a gquantidade de IL-la anti-humana marcada em
cada poc¢o como indicador da concentracdo de IL-la na

amostra a ser testada.

Outras execucdes

Deverd entender-se que, embora a invencdo tenha sido

descrita juntamente com uma descricdo detalhada da mesma, a
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descricdo anterior destina-se a ilustrar e ndo a limitar o
ambito da invencdo, o qual ¢é definido pelo éadmbito das
reivindicacdes anexas. Outros aspetos, vantagens e
modificagcdes encontram-se abrangidos pelo éadmbito das

reivindicac¢des gue se seguem.



REIVINDICACOES

Anticorpo monoclonal (mAb) IgGl humano purificado, que
se liga especificamente a IL-la humana, em gque o mAb
compreende uma cadeia pesada, ligada por covaléncia a
uma cadeia leve, em que a cadeia pesada compreende a
sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID NO: 9 e a cadeia
leve compreende a sequéncia de aminoacidos da SEQ 1ID

NO:11.

Conjunto de &4cidos nucleicos isolados, compreendendo um
primeiro &cido nucleico, que codifica a cadeia pesada
de um mAb IgGl humano, que se liga especificamente a
IL-1a, e um segundo &cido nucleico que codifica a
cadeia leve do mAb IgGl humano, que se liga
especificamente a IL-la humana, sendo que o primeiro
dcido nucleico codifica a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO: 9 e o segundo &cido nucleico codifica a

sequéncia de aminoidcidos da SEQ ID NO:11.

Conjunto de &cidos nucleicos isolados de acordo com a
reivindicacdo 2, em qgue o primeiro 4&cido nucleico
compreende a sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 10
e o0 segundo &cido nucleico compreende a sequéncia de

nucledétidos da SEQ ID NO: 12.

Conjunto de &cidos nucleicos isolados de acordo com a
reivindicacdo 2, em gque o conjunto de &cidos nucleicos
isolados se encontra dentro de pelo menos um vetor de

expressao.

Conjunto de &acidos nucleicos isolados de acordo com a

reivindicacdo 3, em gue o conjunto de &cidos nucleicos



10.

11.

12.

isolados se encontra dentro de pelo menos um vetor de

expressao.

Conjunto de &cidos nucleicos isolados de acordo com a
reivindicacdo 2, em gque o conjunto de &cidos nucleicos
isolados se encontra dentro de pelo menos uma célula

hospedeira isolada.

Conjunto de &cidos nucleicos isolados de acordo com a
reivindicacdo 6, em que a célula hospedeira é uma

célula de mamifero.

Célula hospedeira na qual se introduziu é&cidos
nucleicos 1isolados, compreendendo um primeiro acido
nucleico que codifica a sequéncia de aminoacidos da SEQ
ID NO: 9 e um segundo acido nucleico que codifica a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 11.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 8, em
que o conjunto de &4cidos nucleicos isolados se encontra

dentro de pelo menos um vetor de expressdo.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 8, em

que a célula hospedeira é uma célula de mamifero.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 10, em
que a célula hospedeira é uma célula dos ovarios de

hamster chinés.

Anticorpo monoclonal IgGl humano, que se liga
especificamente a IL-la, em que o anticorpo monoclonal
compreende a sequéncia de aminoacidos de uma
imunoglobulina produzida pela expressdo, numa célula
hospedeira de mamifero, de um primeiro &cido nucleico

que codifica a sequéncia de aminoadcidos da SEQ ID NO: 9
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e um segundo &cido nucleico que codifica a sequéncia de

aminodcidos da SEQ ID NO: 11.

Anticorpo monoclonal IgGl humano de acordo com a
reivindicacdo 12, em gque a célula hospedeira de

mamifero é uma célula de ovario de hamster chinés.
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