REQUERENTE:

EPIGRAFE:

INVENTORES:

DESCRICAO
DA
PATENTE DE INVENCAO

N2 97.034

SANDOZ S.A., e ROYAL FREE HOSPITAL SCHOLL
OF MEDICINE, suiga, industrial, em CH-4002
Basel Suigta e Instituigdo Educacional,
brit&nica, em Rowland Hill Street, London
NW3 2PF - Inglaterra

"PROCESSO PARA A PRODUCAO DE MOLECULAS

DE LIGAGAO AO ANTIGENIO CD25"

PETER LLOYD AMLOT; ARNE NALPON AKBAR;
GUNTHER HEINRICH; SALVATORE CAMMISULTI

Reivindicac@o do direito de prioridade ao abrigo do artigo 4° da Convencéio de Paris
de 20 de Margo de 1883.

REINO UNIDO, em 16 Margo 1990 e em 5 de Setembro de 1990

sob os No0s.9005962 e 9019323

INPI. MOD. 113

RF 16732




SANDDZ S.A.
"PROCESS0 FARA A FRODUCAD DE MILECULAS DE LIGACAD AD  ANTIGENIO
CDZE"

MEMORIA DESCRITIVA

Rasiim
I presente invento diz respeito a8 wn Brocesss Dara  a
nio CREL,

o quais s80 caracterizados pela sequdncia de amincicidos  das

ot)
prociuciio de novos anticorpos monnclonals conbtra o antigd

suas regiffes  hipervaridvels. Inicialments produzidos na  forms
murinag, eles podem ser convertidos em formas auimdricas  owu
Fumanicadas, imunoconjugados ou fregsmentos de anticorpos (descri-
tas de uma forma geral coms moléculas de ligac8o). Os  produtos
580 Gieds para a profilaxia  ou tratamenito da rejsic8o de  trans-
plantes, particularments  ev combinac8o  com  owbros  anticorpos

combra células T activadas, por sxswelo anticorpos CO7.



A s

Este invento estéd relacionads com inuno-superess8o o
mais particularmente proporcicona anticorpos monoclonals e owkras

moléculas de ligacln ao antigénin CD25.

Na cirargia o  transplante de orgfos, particularmente
cirtrgia de transplante de vim, figado, corac8o, pulmin & mecduls
Osses, € necessirio suprimir o sistema imune oo recipiente oo
enxerts para minimizar & probabilidade de  vejeic8o do enmerto
apds cirdrgia. Para esta finalidade foram propostas vérias drogss
Lpno-sUPTrESsSsSnras mes a sua ubilizaclo tem de ser cuwidadosamente
controlada uma ver gue pars além dos efeitos secundérios  indess—
javeis =ue surgem da wiilizacf8o de ceritons agentes inumo-supresso-
res ewiste também a dificuldade de 5 acc8o  imuno-sURTESSOTa
tornar o recipiente  do enmerto  parbicularmente suscephivel &
infecc8o por bactérias e virwus gue seriam conbrolaveis por um
sistema imune  normal . Agentes inuno-supressorss  oue  bém sido

uwsados com &xito na  pratica clinica incluem esterdides, azatio-

P
e
fa)

prina & ciclosporing A, & necessirio na pritics clinica  tentar
]

equilibrar o graw  de inuno-supressSc necesssério para evitar  ou
tratar os casos de rejeiclo de enxeritos com retencfs de uma certa
suantidade do sistens  imune oo recipiente  para combater  oubros
nfecciosos & an nesmns bosapo manter sob controle  guais-—

es i
Ausr efeitos secundivios indessjivels.

Fara aldm da utilizac8s de droges  isumo-supressoras,
Lanbén se tem focado a atenclo na wtilizac8o de certos anticorpos
monoe lonais (MAbs! para suprimir as reacofBes imunes, =m pardicu-—
lar tem sido dispensada atencfo ass anbticorpos monoclonais  gue
raconhecan varios antigénios de superficie de células T. Agui
tanbdn foram encontrados problemas na prética clinica, nomeada-—
mante o5 anticorpos de trabalbos anteriorss eram suito fortes oy
pouco eficazes e algumas veres causaram efeitos sscundivios

graves tais conn febre altsa,



Estes MAb's s8o geralmente designados por wm nomsro D
CYQluster Determination”? abribuids pelas sucessivas reunifles de
tiragen de leucdcitos. Se bem aue um termo como CD3 seja fregusn-
temente aplicads  an antigénio de superficie c=lular & wm  MAR
comtra este antigénio seja muitas veres descrito come Yanti-CDEY,
na descricls gus se segus termos tals como CD3, CDES, stc. sordao
aplicados a MARs & os correspondentes  antigénios de superficis

celular ssrdo descritos como "antigénio CDIY, atc.

Em particular, anticorpos monoclonais contra antigsnios
de membrana presentes em todas as  cdlulas T (também  designados
antigénios “pan” de cdluwlas T ) fais como o antiogénio D3 z8o
anticorpos muito potentes por possuiren uma actividade supressora
global no sistema  imune.  FPortanto, o corpo busans pode ger
privado da resposta dmune inscdiats gervalmente mediads por células
T de memdria auando  ocorre uma infeco8o.  Certamente isto nfc &
dese jivel guando se fenta  prevenir em ver de  curar os casos  de
rejelcds de emesrtos. Us tratamento adeguads para usar na  poreofi-
léamia deverdé ser essencialmemnmbte selectiveo, i e, o conjunto de

cédlulas T de memdria deverd manter—se intacto ao mesms temes o9

i

a categoria de cdlulag T (celulas T activacdas) gus poder8s ssiar
directaments envolvidas nm caso de rejeiclo deverS8s ser  inacti-

vardas .

Este objective pode ser consesuido usando anticorpos
contra células T activadas, Estas células T s8o caracterizadas
Fela presenca e receptores de IL-2 de mlta afinidade na  sua
superficis membranar. O recepior de IL-2 de alta afinidade &
composto por pelo menos  duas cadelias polipeptidicas  diferentes,
uima cadeis o também conhecida como antigénio CO2E = una cadeia B
As células T em  repouss  n80 expressam  este receptor de slia
afinidade mas antes receptores de afinidade baixa & intermédiague

conmsistem sm hopodimeros da cadeia o o B, Usn anticorps CDZE gue



e
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interfere com & ligaclo de IL-2 ao ssuw receptor de alta afinidads
e portants suprime selectivamente a respostas imunes, & um anticor-

poode eledic8o para a profilacxia de rejsic8n de onssrios.

As dimtncalokaalings ouw anticorpos naturals compreendem
uma molécula multimérica em forms de ¥ tendo um sitio de  ligac8o
ao antizgdénioc no extrems oe cada  brago superior. A restante
sstrutura, am particular o pd oo ¥V medeia funcfes sfsctoras
asaociadas as dmunocolobulinas. A estrutura seral de un anticorps
a classe Job esstd apresentads  esquemdbticamentes na Figura 14,
Tanto & cadeis pesada como a leve compreendem um dominio variavel
& uma parte comstante. Um sitio de ligac8o ao antigénio consiste
no dominio varidvel de uma cadeia pesada  associado Ao dominio
varigdvel de wma cadeia leve. Os dominios varisveis das  cadeiss
pesada & leve tém a mesma sestrutura geral ogus estéd ilustrada na

Figura 1B.

Mzis particularments, as caracteristicas oe ligac8c ao

antigénioc de wum anticorps 80 sssencialments determinadas por 3
regifies especificas no dominio variavel das cadeias pesada g leve
gae s8o designadas regiffes hipsrvariidveis ow regifles detsrminan-
tes de complementaridade (CDRs). Como  se mostra na Figura 1B,
sgstas trés regifles hipsrvarifveis alternam com 4 regifiess sshrobu-
vais (FRs) cujas sequdncias 80 relativaments conservadas & n8o
gstio directaments snvolvidas na ligar8o. As CDRs formam ansas o
s8os mantidas en  estreita proxinidade pelas regifies estruturais
guie adoptam uma conformacdo em folha B, As CDRs de uma cadeis
rasada juntamente com as CDRs da cadeia leve associada essencial-
mente constituem o sitio de ligec8o an anbigénio da molédcula oo

anticorpo.

A determinacfo  daguilo aues  constitui uma FRO Oouw uma

regifln COR & geralments feito por comparac8o da sequdéncia  ode



aminnécidos de uma série de  anticorpos induzidos ne nesmne  sspé-
cie. As regras gerais para a ddentificaclo das regifles de CDR =

FR sstio apresentadas na Tabsla 1.

Ainds, fol recentemente enconbracds gue z  combribaicsSs
feita por um dominio  varidvel da cadeia leve para a snergia de
Vigac8o & peguena  comearacds com  a conbribuida pelo dominio
variavel da cadelis pesads associada & gue o5 dominios variaveis
da cadeia pesada isolados possuen uma  actividade de ligac8s  ao
antigénio propria. Tais moldéculas s80 agors mormalments referidas

comn anticorpas de dominios sinples.,

J& exisbam varios MAbs CDES murinos & inclusm  33IB3-1
{ Immunotech—-Merieuws), BDxIL-ZR  (Becton-Dickinsonl), 208 (Amers-—
hams, Campath £ (MRC, Cambridge’ & ATH207 (Universidade livre,
Berlim). Mo entanto, sncontrou-se agora aue  um novo anticorpo
CD2E de  murganhs do dsotipo Ig962&, daqui sm dianie designado
RFTE-IgG2a, tem melhores propriedades oo os anticoveos CD25 dos
brabalhos anteriores sspecialmente no que respeita & afinidade de
ligac8o & que & possivel construir outras moléculas de  ligac8o

COZES tends as nesnas regifles hipervariveis de BFTE~I1gG2a.

Assim o invento prosorcions wma molécula de ligac8s &
COZE gue comprsends pelo menos um sitio de ligsac8o a2 antigdénio
compresndends pelo menos um dominio Sus coneresnde em segudncia,
as ragiffes hipervaridveis CORL, CORZ & CORI! o referido CORI
tendo & sequdncia ode amincdcicdos Arg-Tir-Tre-Met-His, o referido
CORE ftendo a segudncia de amino&cidos Ala~Ile-Tir-Fro-@li-fsn-
~Ser-Asp-Tre-Ser-Tir-Asn—Gin-Lis-Fen-Glu-Gli ¢ o refeirds CDRE
terpdn a segudncia de aminoéeidos Asp-Tir-G8li-Tir-Tir~-Fen-fsp—Fan;

& seus eauivalentes directos,



Mum primegivo aspecto oo invento, & molécula de ligac8n
a CD2E compreends um sitio de ligac8o & antigénio simples compre—

srndends wn dominis sinples.

NMum segundo aspects oo ivnvento, a molécula de ligac8s a
COEE compreends pelo menos  um sitio ode ligac8o & antigénio

ComEreencherdn !

E um primeiro dominio  compresndendo em sequéncia as regifes
hipgrvaridveis CDRI, CORZ & CDRI; o raferido CORI tends a
lsaquéﬂcia che amincécicdos  Arg-Tir-Trp-Met~Hisz, o referido
CORE tendo a ssqudncia de aminodcidos Ala~Ile-Tir-Pro-Gli-
~Asn-Zer-Asp-Tre—Ser-Tir-Asn~-Gln-Lis~-Fen-Glu-Gli & o referi-
chn CORE tends a2 sequdncia de amincdcidos Asp-Tir-8li-Tir-

~Tir~-Fan-Asp-Fan &

ks d um segunds dominio compreendencs esm seaudncia  as  regifes
Hipervaridveis CDRL', CDRZ’ e CDR3’, o refericdo CDRIY  tendo
8 sequéncis de aminofcidos  Ser-Ala-Ser-Ser-Ssr-Ile-Sspr-Tip-
~Met-Gin, o referido CORE' fends s sequéncia de aminoicidos
Agp-Tra-Ser~-Lis-Lau-Ala-Ser & o referido ORI ftendo &

saquéncia de aminodcidos Hig-Gln-Arg-Ser—-Ser-Tir-Tre!
& seus equivalentes directos.

A meros aue de ouwbra forma seja  indicads, gualsouer
cadaia polipeptidica &  dagui =n diante descrita como ftendn  umz
segudncia de amincdcidos comecands na exbtremidade N & ferminandds

ra extremidade €.

Guands o sitio de ligacSo ac  antigénic compreends o
primeivo 8 ssgurnds dominios, sstes podenm sstar situados na mesma

molécula polipeptidica ouw, de preferdncia cada dominio pode estar



numa cadeia diferentes, o primeivo dominio ssencdo parts e uma
cadeia pesads  oe imunoglobuling  ou sey  frasmento e o segundo
dogginio sendds parte de uma cadeia leve de imurmglobulins ouw de um

seu fragmenio

For "molécula de ligaclo & CD2BY pretende-se significar
gualquer molécula capar de s ligar ao antigénio CD25 soazinha  ou
apsnciada a ouwbras moléculas para formar receptores IL-2 de alta
afinidade. A& reaccln ode ligac8o pode ser  mostrada por métodos
comvenciomais (ensaios aualitativos incluinds, por swemelo, um
ipensaio para determinac8io da inibic8o da ligac8o ode IL-2 ao ssu
receptor ou guaisguer bipos de ensasios de ligac8s, com referdnciam
a um teste de controlo negetive sm gue & wsads um anbicorpn  de
sepecificidade nfo relacionada &, 9. wn anticorps  anti-lisozima.
Vantajosamente, & ligacf8o da molécula do invento an antigénio

CR2E pode ser mostrads nuy ensaio de lisacSo compebitiveo usando o

anticorpn AHT207, EBDeIl-3-R  ow  S35383-1 oomo compehidores . De

preferancia, o anticorpo AHTIO? ouw EDoll-3-R serid escolhido  como
compatidor. Un exemplo parvticolar de wn ensain de ligac8o osts

apresentacds abaixo.

Celulas  mononucleares de  sangue  periférico Fumim e
(HPEMY foram crescidas sm meio de culiurs RPMI 1840 suplemsndado
con 2 owM L-glutamina, 100 unidades/ml de peniciline, 100 go/ml de
sstreptomicing, 25 oM bicarbonats de sodio & 10% de soro featal de
vitela (FOE). 1ug/ml ode Fito-kemaslutinina (FHA) foil usads esars

satindlar HFEM. opds 3 diaﬁ, os Dlastocitos foram  ressyuspensos
+,

rma concentracis os »iu'frl = ameds e fosfatos salino
suplemsntads com 2% de albumina  sérice bovina (BS4Y & 2% de
azids. Amcstras de B0 gl destas suspens8o Fforam incubadas durvants

1O min a Z0°C, sm  condicBes ode nfo “capping?, com  concenbracdos
graduais de  ww anticorps bloguesdor Soompsbidor? oe 1 oa 100

madml . Em seguids 1 oagdwl oe anbticorps biotindlads oo invents foi



adicionads as cdlulas & & incubac8s comtinuow durante 10 min., As

celulas foram lavadas & ainda incubadas durante 10 min  com
ggtreptaviding marcada com fluoresceing. As células foram  nova-
mente lavadas, fixadas com formaling e analisadas com wm Flucro—

citometro que detecta & ligac8o do anticorpo biotinilado. Parals-—

]

lamente, realizou-se uma ssperidncia com um anticorps bBicotinilade

de wma especificidade nfo relacionads, coms controlo negabivo.

Exgmplos de moléculas de ligacs & antigénio  inelusm
anticorpos tais como os produzidos pelas cdlulas B ow hibridomas
g anticorpos auimdricos  ow humanizados  ow guaslauer  fraomento
deles,; e.3. Fﬁab’}? g fragmentos Fak, assim coms anticorpos  oe

o

cadeia imples ouw anticorpos com dominios simsles.

U anticorpn de cadeia sinples consiste am dominios
varigveis das cadeias pesads e leve de wm anticorps covalentemen—
te ligadas por wm ligants peplidico geralmente consistindo sm 10
& 30 amincécidos, de preferéncia entre 15 & 25 aminoccidos.
Fortanto tal sstrutura nfo inclui a parte constants das cadeias
Fesads ¢ leve & pensa-se gue o espacador pepbidico peauens  sejx
menns antigénico do qus & parte constants botal. Por  Yanticorpo
Auingrico” pretends-se significar um anticorps en gue as  regifes
constantes das cadeias pesada e leve ou ambas s80 de  origem
Fuamana enauants os  dominios varibdveis das cadeias pesada  eleve
s80 e origewm ndo humana (e.9. murina? . Por "anticorps Pumaniza—
dofpretende—se significar wm anticorpo em que as regifes hiperva-—
riavels (CDRs) s8o de origsm n8s humana (2.9, murinal, enguanto
Aue todas o quase todas as outras partes da imuncslobuling e, 9.

as regifes constanbs

#

& as pariss altaments conssrvadas  dos
dominios variaveis, i.e. as regiffes estrutursis s8o de  origem
humana. Um  anticorps humanizads  pods  no sntantn redtsr alguns
aminodcidos da sequéncia murinag nas partes das regifes estrutu-—

rais adiscentes 48 regifiss hipsvrvaridveis.



As regifles hipervariveis podem éaﬁév associadas  Ccom
quaisauer tipos de regiffes estruturais, de preferéncia de  origem
murina ouw humana. Regiffes  estruturais adegusdas estlo descritas
em YSequences of proteing of immunological interest”, Eskat F.A.
2t al., UZ Deparvitmsnt of Health and Human Services, Public Heaslih
Service, National Institute of Health., No entanto, a estrutura de
cadela pesads preferids & & de RFTE~Ig8Za, guwe essté  aspresentads
na Seq. Id. N21. Ela consiste na seqgudncis odas regifles FR1, FRZ,
FRZ & FR4. De forma semelhants, Ssg. Id. NEE mostra a estrutura
e cadein leve preferida RFTE-IgERa gue consiste na sesudncia das
regiftes FR1I', FRZ', FRI' & FR4'.

Assim o invento tambdm proporcicons wma omoldoula e
ligac8o a CDEE gus compreends  eelo menos uww sitio ligsc8o =&
antiginio compreendends ws primsive  dominio tends umas  seqgudncis
de aminodcidos substancialments idéntica & apresentads sm Seg.
ID. N2 comscands com oo aninsdcids na posic8o 1 2 terminands  com
o aminoacido ne posiclo 117 ou um primeiro dominio como  descrito
atris & wy  segunds dominio terds ums sequdncia de  amincicidos
substancialments idéntics & mostrada =20 Seg. Id. NEE, comscando

com o aminodcido na posiclo 104,

U anticoveos monoclongis indusidos contra uma probeins

35

naturalmants encontrads em todos os hunanos deve necsssiriamsnis
zer desenvolvida num sistema nfo humans e.g. en nurganbos . Como
wma consequdncia  directa disto  um anbicorpn senogdnion ooms o
produzids pos hibridomas,  ausndo adeinistradeo & humanos,  indus
s resposta loune  indessjiével gue & predominantemente  mediads
pela parte constante da imwncgloboulineg =enogénica. Isto limita
clavamsenis s wlilizec8o de tals anticorpos uma vers gue slss  n8o
poder ser administrados durante  wm periodo de temso  prolongads,
Fortanto & particularmentes preferido usar anticorpos de cadeis

simples, de dominio simples, auimdéricos o Pumanizados gus tenbam



. 1(:} e

menns probabilidade de indusir una resposta alogénics substancial

auarids acdministracdos a humanos.,

Face an gue fol dito, uma moldcula e ligac8o a  CDEE
praferida do inventn fol seleccionada & partir de um anticorpn

Auimgrico anti-CDZ5 gue compresnde pelo penos

= e cacdeia  pesads de dnunoglobuline ow seu fragmenbo g
compreercdes (43 um cdominio varigdvel compreendends  seauencia-

damente as regifles hipervariaveis CORL, CORZ o CORZ o (ii2 &
parte constante ow  sew  fragsmento ode wma cadeia pesada
humana; & referida CORI tendo a3 ssgudnoiza de  amivnodcicdos
Arg-Tir-Trp-Met-His, a referids CDRZ tends & sequéncia e
aminoacidos Ala-Ile-Tir-Fro-Gli-fsn-Ser-Asp-Tre—Ser-Tivr~

~Asrn-Gln-Lis-Fen-Glu-Gli & a referida CDORI tends a sequdncia

de amingacidos Asp-Tiv~Gli~-Tiv~-Tir-Fen~asp~Fan

ke d uma cadeis  leve de  imuroslochuling ouw seuw  frasments oo
compresnds (1Y wm dominio varidvel compresnderais soguencia-
damente as regiffes hipervaribveis COR1L, CORZY e CORI =
{ii) a parte constante ou  sew fragments de uma cadeia  leve
Fumana! a referida CDRI tendo 3 segudneis oe  amincicicdos
Sar-Alg~Ser-Ser-Ser-Tleg-Sar-Tir-Mat-Gin, a referida CDRZE’
tencdol & sequdncia de anincdcidos  Asp-Tre-Ser-Lis-Leu-01la~—
~SZzr & & referida CDREZ'  ftendo a3 segudncia de  amincécidos

Hig—-GlrArg-Ser—Szr-Tir~Tre;}

2 seus equivalentes directos

s CDEB oo

e ligaoso

Come malternativa,  uma moléculs
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invenis pods ser ssleccionads 2 partir o
e cadeia simeles aue compresnds win sitio de ligac8s ao antigénino

compreendaerds



al i primeivo dominio compresrderdn sseguenc iadamente as
regifles hipervaridvels CDRI, CDRZ e (CDRE, as referidas
regifies hipgrvaridvels tendo as ssqudncias de  aminodcidos
mostradas na Sea. Id. NEL,

by iy seguredo dominio compreencends sequenciadanente as rogifss

e}
Mipervariavels CORL', CORZ & CORI', as referidas regifiss

Ripgrvaridveis tendo as segudncias de  amincdcidos comn s

mostra em Seg. o, NED

i

3} m ligante pepdidicn que se ligs & extremidade N-terminal oo
primgivo dominio & & sxtremidade C-ferminal  do ssgundo
cominio ou & sxtremidade C-terminal oo primeiro dominio & A

exbramidads N-fterminal oo ssgunds dominio

& seus eguivalantes directos.

Copwn & oo combeciments geral, alteracfes menores  numa
sequéncia de aminodcidos tals como delecfes, adicfSes ou subshi-
tuic8es de um  ow varios anincdcidos pode comduzivr & uma  forma
alélica da probsineg original gues tem substancialmentes proprieda-
ces ddénticas.  Assim, pelo termo “seus  soauwivalentes directos”
pratende-se significar guslauer molécuwla de ligag8o = COEE  de

gominio sineles (molécula X

(i) em gue as regifdes hipervaridveis ODRL1, CDRZ & CDRIZ  tomadas
coms wm bodo s8o pelo menos  20% homdlogas, de preferénciz
palo menos 0% homdlozas, mals preferencislimente pelo  menos
SR homdlogas ﬁds regiffes hipsrvaridveis como s mostra na

Seag, To N2 oo

Cii) que & capas de inikir & ligac8o de -2 a0 sew  receptor

substancialments no nEsn graw gue ums oldcula referéncis



tendn regifles  sstruturais idéntices &s da  moldculs X mas
tendo regiffes hipervariidveis CDR1, CDRZ = CDRI idénticas As

mosbradas 2m Seg. Io, NS}

cd e lauer molécula de ligac8o & CD2E tendo pelo menos oois
K

Crmléoula 72

clominios por sitilo de ligsodo

Ciy  em que as regifes hipervariéveis CDRI, CDORZ, CORS, CDRL,
CRRZY & CDRY comsideradas como  um conjunts s80 pelo  menos
SO homOlogas, de praferéncia pelo nenos 95% homdlogas das
regifles hipervarifvels como se mostra na Seg. Id. N2l 2 2 o
Cid? qus & capax ode inibir & ligec8o de L~ a0 ssuw receptor
asubstancialmente no mesmo graw  gue uma molécula  referéncia
tends regiffes sstrulurais  idénticas &s da molécwla ¥ nas

tendn regiffes hipervaridveis CDR1, CDRZ, CDRE, CORLY, CbDR®’
@ CDRZ idénticas as mostradas em Ses. Id. Nol e 3

Egte gliimo critdris pode ser convenisntemente tesbado
en varios ensaios incluinds us bioensaio de FReacclo de Linfocitos
Mistos (MLE?, um biocsnsaio de resposts de HPBEM especifica para um
antigénio e wm bicensalo de proliferac8c de linfoblagtos T

dependentes de IL-Z. Tais ensaios sfo agul descritos no Lexio Sus

i

s segue. Pelo terms “no mesmo grau” pretends-se significar oue

3

as moléculas referéncis g seus sguivalentss apressntam numa  base
estatistics curvas de inibic8s de ligarfo a IL-2 essencialment

=4

icdnticas num dos bicensaios referidos atrés.

Maig esreferencialments, o anticorps guimérico  CD2E

compresnds pelo nenos

3 uma cadeiz pesada gue  comprsends o dominio varidvel terdo

uina seaguwEncia  de aminmbécicdos substancialmente iddntica &

rmostrada en  Seg. Id. N2 1 comscands com oo amincgcido na



posiclo 1 & termivernds com o amincdcido na posiclo 117 & &

parte comstante de uma cadels pesada bumana) =

b3 uma cadeia leve gus conprestcde um dominio varidvel tendo ums
sequincia ce anincdcicdos substancialmente idéntica & mostra-
cla s Seg. Tod. NS comecands oom Scido glutmcio na  posiclo
e terminando com &cido glutémico na posiclo 104 & a2 parte

conmstante de uma cadeia leve humans.

A parte constante de uma cadeia pesada humana pode ser
diy Lipo ML, M2, PR, P4, o4, =i, w3, 8§ ow €, de preferédncia do bipo
M, mais preferencialmente do tipo #1, enouants que a parte
constante de uma cadeis leve humana pode ser oo fipo b ow X (o
qual inclui os subtipos %1, 232 & %37 mas & prefersncialmente oo
tipo k. A sequdncia de aminodcidos de todas sstas parites constan—

tes estdo apresentadas =m Eabat =t al. (supral.

s comjugados das moléculas oe  ligscSs & CD25 oo
invento, 2.9, conjugados de enzims o towxing ouw radioisotopn,

entfo tambén incluidos dentro oo &wbito oo invento.

Uma moldécula de ligacfs a CD25 do inventn pods  ser
produzids por téonicas  de DNA  recombinants oo invento, Face a
igto, wma ow mais moldculas  de DNA codificadoras da moldcula  de
ligac8o devem ser construidas, colocadas soh o controle  de
sequEncias adeqguadas & transferides para um organisms hospedeirs

avleguads & expressfo.
Numa forma geral, 80 pois proporciconadas
iy molécuwlas de BNA codificadoras oJde wums moldcuwls de ligac8o &

CDEE com wm cominios  simsles oo dvvento, uma molécula o

Vigac8o: a2 CO2E de cadeis simples oo invendo, wuma cadeia



poessda ou Iove ou ssus fragmentos ode s molécula de ligscdo

& D25 oo invento

(ii) s wtilizac8o das moléculas de DNA do invento para a produc8o
de uma moléoula de  ligecBo a CDEE do invento  por meios

recombinantes .

0 estads actual dos conbecimentos & fal oaue os familia-
rizados com a8 matériz ser8o caperss de sintetizar moldculas  de
DNA oo dnvento tendo  presente a  informsc8so aauwl  proporeionads
i.e. as sequincias Jde aminodcidos das regiffes hipervaridveis & as
sequéncias ode DNA gue as codificam. Us método para 5 construcSo
e wm gene do dominio varidvel estéd descrito por oscenslo sm EFA
P 400 & pode ser brevemente  resumicds como se segus! Us gene
codificador de ww dominio varidvel de um MAb de gualouer especi-
ficidadse & clonado. (s segmentos de DNA codificadores das regifles
gatruburais & hipgrvaridveis sfio  determinados 2 o5 seomentos  de
DNA codificadores das regifes hipervaridvelis sfo  removidos de
forms & que o8 segnentos de DNA codificadores das regifies ssiru-
turais sejam  fundidos wns  acs oubros com sitios de  restric8o
adequadng nas juncfes . s sitios  de restricfo podem s2r geracdos
nas posicles adequadas por mutagénese oa moldécula de DNA através

de processos convencionalis., As casseiss COR sintéticas de cadeia

:

dupla s8o preparadsas por sintess de DNA de acordo com as  seqaudne-
cias apresentadas 2w Seg. Jd. NE 1 ow 2. Estas  cassetes  s8o
proporcionadas com extremnos coesivos de forms s oue possan 5

ligadas nas Jungles da parte sstrufural. Na Figura % estd  apras-—
sentado um protocolo para se conseswir  uma  moldcula de DNA

coddificadora de wum dominio varidvel de imnunoglobul ins,

Airds, ndo & necessirio fer acesso ao mRENG de wuma linha
de cdlulas de hibridomna produtoreg para se obler umae construclo de
DMNA codificadora dos Mabs oo invento.,  Assim, o pedido PCT WO



SO/07851 dia instrucfes completas  para & produc8s de owum Mab por
gonicas de DNA recombinants dands apenas as informaches sscritas
comprsernds &

t,
da segudncia de nucledticdos o ogen 0 mé&focds
%

g .
intese oe uma série de oligoucledticdos, a sua amplificacis pelo

e

webaondo PCR 2 o sew "splicing” para dar a ssouéncia de DNA preten-—
id

e

8

Vectores de expressfo compreendends wum promotor adegus-
chy od genes codificadores das partss constantes da cadsia leve e
resads estio disponiveis ao poblico., Assim, uma VeT preparads uma
malécula de DNA do dnvento ela pode ser convenisntementes transfe-
rida num vector e expressSo adeguado.  As moléculas  de  DNA
codificadoras de anticorpos  de cadeia simples podem também  ser
preparadas por métodos convencionais, por exemplo, com descrito

en W S8/1E49

Face ao gue fol dito o uma ver ague o MAR de  murganbo
tal coms naturalments  sscoretads pelo hibridoma n8o & o tipo
preferido de MAk, pensa-se gue ndo seja necessirio nenbum depdsi-
o de hibridoma para satisfazer os critérios da descricfio.

NMuma realizaclo particular do invento, os meios  recom—
Binantess para & produc8so ode wma  molédcuwla de  ligac8s a  CD2B

0

inclusy as primeira o seownds comsbrucBes  oe DNA como  describo

abaian:

A primegira construcls ode DNA codifica uma cadeia pesads

o sed fragments 2 compresnds

= uma primeire pardte gue codifica wn dominio varigvel coom-
prasndends alternadaments regifes sstruturais 2 hipsrvarig-
veis, as referidas regifles hipervariiveis sendo em sequdncia

CORL, CDR2 & CDRT as sequincias de aminofcidos das guais



estdo apresentadas  em Tes, Id, N2l esta prissgira parts
comcancds com wm codBo codd ficador oo primeiro amincde i oo
dominio variavel & terminando com wm cod8o codificador oo

Ggltimo aminodcido oo dominio varidvel e

ka3 una segunda parte codificadors  de una parts constante  da
cadeia pesads  ouw seu Tragmento  gQue comeca com o wm coddo
codificador do primeiro aminodcido de parte constante ds

cadeis pesads & termina com wh codfo codificador oo glbimo

2

aminoacido da paris constants ou ssw freomsnto ssguicds de oum

oo sem sentich.

De preferdncia, ssta primeirva partes codifica um dominio
varidvel tendo  wms  seaudncelsa de amirmdcidos  substancialmente
idéntica & sequdncia de aminsdcidos mostrades em Seg.  Id. N2l
comecands com o aminogcids na posicSs 1 o= terminandn com oo
aminodcidos na  posiclo 117, Mals epreferencialments a primeira
parte tem a segudncia  de nucledtidos como  se mostra =m Sog. Id.
Nzl comscando com o nucledtido na posicBo 142 & terminands com o
nucliedtido na posic8n 492, Também preferencialmants, a3 ssgurndas
parte codifica a parte comstante de uma cadeia pesada  Fumansa,
mais preferencialments a parte constante da  cadeis Pl humana.
Esta segunda parte pods ser um fragments de DNA de origem gendmi-

ta Cooppresndercds intrfes? ou wm fragmento de cDNA (senm intrfess.

Unma segunda construclo de DNA codifica uma cadein  leve

oW sau fragments & compresnds

&l wma primsira parte auwe codifica um dominio varidvel  oom-
prasndendn sl ternsdamente regifes estruturais & hipsrvaris-—

vieis, as referidas regifes hipervaridvels sendo e sequéncia

ar
et
i

CORLY, CDR2Y & CDRE as seaudncias de amincdcidos das  gus

&
&
i

4
estdn apresentacdas  emn Seg, I, NEZ; esta primsira parts
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comagands com wm codflo codificador oo primsivo aminoécido do
cdominio varidvel & terminands com un o cod80 codificador oo

Glitimo aminoécics oo dowminio varidvel &

] wma segurcda parte codificadors oe umas  parte constantes  da
cadels peseda ow sew freghento  gus  comScs oom o wn coodSo

codificador oo primeivo amincdcido da parts  cemstante  da

Tnnd
]

cadeia i 2 Ltarminag oom wm cosdfo codificador oo Gltimes
anincdcide da parte comstante ouw seuw fragments seouide de um

cod8o sem senticdo.

De preferéncia, ests primeirva parte codifica um dominio
variavel tendc uma  sequdncia de  aminodcidos  substancialmente
idéntica & sequéncia de aminodcidos mostrada em Seg.  Id. NeP
comacards com o amincdcids na posicBo 1 e terminands  com oo
apino&cido na  posiclco 104, Mais preferencialmente & primeira
parts tem a ssegudncia  de nucledtidos como s mostra sm Seg. Id.
NZE comscando com o nucledtido na posiclo 244 & terminands com o
nucledtido na posic8o  BSE. Tanbén prefersncialments, & segunda
parte codifica a parte constants de uma cadeia leve humana, mais

praferencialments a parte constants de cadsia kB humana.

Na primeira & segunda comstruc8es a primeira & ssounds
paris est8s prafersncialmente ssparadas por wum intr8c. Mo intrfo
localizado entre a primsira e sesunds parte preferencialments &
inserido um potenciador. & presenca dests slemento gendtico Sus &
transorito mas nfo tradurido pode ser necessério para uma trang-
criciEo sficaz da segunda parte. Mais preferencialments a primsi-
ra e ssgunda construc8es ode  DNA compreendem o potenciador ode  om

Hene de cadeia pesada vantajosamentes de origem humnans .

A primegira o seouricds construcSs ode DNA vantaiosamente

compraends wea  terceeiva pardte ouwe estd situsds 2 montants  da



primeira parte & gue  codifica parts de  um peptides lider;] esta
terceira parte comecands com o oodfo codificador oo primeiro
aninoacido &  terminands com oo Gltimo aminoécido do peptides
Tider . Este pesbticdes & necessirio para a secrecdo das  cadeias
pelo organisns hospedeirs sm gue slas s80 expressas e & subse—
auentenente renovids pelo organismo hospedesiro. De preferdncia, &
terceira parte da primeiva construc8o de DNA codifica um peptiden
Vider tendo uma ssesudncia de  amincicicdos substancialments
identica & sequicia de aminofcidos que se mostra em Segq. Id. N2L,
comerands com o aminciocido na posic8s ~1% & terminando com oo
aminsdcido na posic8o -1, Tambdnm preferencialmentes, & bercsira
parte da segundas construcls de DNA codifica  wm peptiden lider
tendo wuma sequéncia  de aminodcidos como se mostra am Seg. Id.
N2Z, comscando com o amincdcicdo na posicSo ~22 & terminands com o

amincécicdo nae posiclo ~1.

Cada wma  das construc8es oe DNA  fol colocada sob o
controle de segudncias de controle adeguadas, em particular sob o
comtrole de um promotor adequads. Pode ser wsado gualgusr tipo de
de promotor, desde gue sle ssja adaptado a0 organismo  hospedeiro
para o qual as construcdes  de DNA s80 transferidas para  ewpres-—
s80. No entanto, s2 a sspressfSo  tomar lugar  nuna cdlula de
mamifers, & particularmente preferido wsar o promotor ode um gene

de dmtmnsglobul dna.

0 anticorps pretendido podde ser produzido numa  cwltura
celular ouw num animal transgénico. Um animal transgdnics adequado
pode ser oblido segundo métodos convencionais gue incluem micro—
injecodn snm ovos das  primsira & ssgunds construc8Bes  de  DNA
colocadas sob o controle  de seaudncias  reguladoras  adesuadas,
transferdncis dos ovos assin preparados para fémsas poseudo-grivi-
das adequadas & seleccfo de um descendente sxpressands o anbicopr—

P pratendido.



Guando as cadeias de anticorpos t8&m de ser  produsidas
rama cultura celular, as construc8es de DNA devem ser primeiro
inseridas num dnico vector de gxpressSo ou sn Cois ssparados mas

compativeis, sends ssta Olbins possibilidade a preferida.

Amsim, o invenio fambdn  proporcions wm vector  de
pxpressin capar de se replicar numa linha celular procaridtica o
gacaridtica  gus compresvde pelo senos wna das construc8ss de DRNA

atras descritas

Cada wum dos vectores ode espressSs contersdds uma conshroe

Clo ode DHNA fol entlio transferido para  wm orgsnisms  Fospedeies
adequade. Quarnds as conshroc8es 2 DNA foram ssreradamente
insgridas em dois vectorss de sxpress8o, slas podem ssr bransfs-
ridas separadamente, i.e. um tipo de vector por célula ow  coe
transfacta eata  Gltims possibilidade & & preferida. Um

organisno hospedelro adeguads pode ser uma bactéria, uma levedura

o Wi linha celular de mamifero, ssta Oliiss sendo a preferids.
Mais preferencialmente, & linka de células de mamifers & de
origen linfdide 2.9, um misloma, hibridoms ou uma célula B normal
imortalizada, mas ous nfo expresse aualauer cadeia pesads ou leve

gde anticorpo enddgeno,

£ tamizén preferido gue o organismo hospedeirs contenba
v grands ntmero de odpiag dos vectorss por cflulas. S= oo organis—
mo Bospedeiro for uma linhs de cdlulas de mamifers, este sbjecti-
v pode ssr conssguids por amplificagf8o do ndmero de copias  de
grords com métodos  conmvencionmais., Os métodos de amplificac8o
geralments consisten na seleccdo ode resist@éncia crescents & uma
chroga, & referida resisténcia  sendo codificada pelo vector de

BEPrESS5E0.



Mum  owtro aspecto do invento, & .éﬁmmmrciﬁnadm L6
processs para a produc8o de ums moléouwla de ligeolo oa CD2E com
varias cadeias gus compresnce (12 cuwliuvrs de owum organisso gus fol
transformads com  as primeir e sesdnda construcles o DNA O oo

invento & (i1 recupsracBs de wma  moldcouwla de liagac8o a CDEE

sotiva a partir da cultura.

Coma alternativa, as cadeias pesacds & leve poden  sep
recuperadas  separadaments & resconstituidas nuams molécuwla  de
ligacho activa apds resnrolaments in vitro, Os métodos de recoms-—
titwicldo s8o ben conhecidos! Exemplos dos métodos s8n proporcio—

nados particularmente enm EFA 120 874 o oeam EPQ 128 023,
Assin we processo pode tambdn compresndsr

iy cwliturs de wum primsivo organismo gue fol transformads oom
uma primeirsg construcls de DNA oo invents & recuperacSs da
rafarida cadsis pesads oo seuw fragmento 2 pardtic oa culiurs

=

(iidy cultura os uw seguncds arganisms gue foil transformacds com uma
sgguinds conshrucEs de DA oo invento 2 recuperaci8o da
referids cadeia leve ou sew fragmento a partir da cultura e

Cididrgconstituicdss in vitvrs ode ums moldcdla activa de ligacl8o =
CO25 a partir da cadeia leve ou ssuw fragmento obdbicdo s, (40

g da cadeia leve ou seuw fragmento obtido em (iid.

De forma ssmelhante, & propovcionads um Procssso PEVra &
producio de uma molécula de ligacfio & CD2E com wm tmico  dominio
gqus eompresnds (17 culiura de um organisno gue fol  dransformado
com wma construclio de DNA respectivamente codificadora de  uma

moldcula de ligac8o a CODEE de cadeia simples ow de dominio



simples do  invents &  (ii) recuperac8o da referida molécula &

rartir da cultura.

As moléculas de  ligaclo a CDZE  do invento apresentam
muito boa actividade imunomocdtladora como sz mostra por sxenplo
ndm Bioensaic de reacolc de linfacitos mistos  (MRLY {(Akkar et
al., J. Immenol. 140, S171-83. A MLE & geralmenits considervads
comn sendn o equivalente  in vilrveo  da resposta a  bransplantes

alogensions gue condus & raejsic8n in vivo.



1. Inibic8o da MLR

A partir de wuma preparvaclo ode HPEM de oum primeiro dador
fizeram—se amsstras oe 100 ul conbendo 107 HFBM  aos cuais  se
adiciomow vérias concentracfes oe ums molécula oo invento varian—
o entre O 8 300 ng/ml Cincluwindo sstes valores limites).

Em ssauids cada uma das amostras fol misturads com uma amostrs ode
100 4l combendo Tﬁ“ HFME HLA-incompativels irradiadas com raios X
de owm segundo dador ow HPBEM sesm cilulas T, 4 nisturs fﬂi incubads
durants & dias a 37°C & adicionado 1 uCi de met11~ H~ imidina

(UH-Telr) num volume de 10 ul . Asds 6 Movas, & proliferacl8o

calular foli medids por incorporac8o de radicechividade.
Meste ensaio particular, =as moléculas oo irvearita

apresentam uma actividade imunomocdulacdors in vitro sm concentra—
o8es a part de aproximadamente 0,3 ngfml, como  se moshra 0

ip
Figura &, BO¥ oo cresciments celular & inibids a cerca ode

13

regdml .

A actividade imunomoduladora  das molécuwlas oo invento
pavcde Lambém ser caloulads medinds a inibic8o da resposta ode HPBL
gapecifica ode antigénic ouw a inikic8o oz proliferac8o ode  linfo-

Blastos T depevclents de IL-2 conn s soogus!

2. Inibicl8c da resposts de HPBM especifica de antigénio

As moléculas oo invents inibem eficarmente & geraclo de
uma resposta e cdlulas T restringicda 5 HLA classs I sspecifica
e FRPD (tuberculina?, indicanc: & su capacidade para inibir &

&
lVigaglo de IL-2 produsids evcdogesnanents as sew recspbor, In viwveo
Lf i

T

R

{
f

ra-se que estas respostas sespecificas oe antigénis dessupe-
e wm FaRel orucial na diniciac8o e avto-imumidade 8 redsiclo

deg transplantes.



& partiv de uns  preperacSs de HPFEBM preparavan-ss
amostras de 100 ul contends 1&& HFEM 4 =usis se adiciornow varias
concentracfes de wuma molé&cula do invento variands entre 0 a 300
ngdml Cincluindns esstes valores limites) o tubsroulinas (FPDY rums
comcentracio finsl de 30 we/ml. As  amostras  foram  incubadas
durante £ dias a 237°C & adicionou—ss ent8s 1 uCi de metil—3H~ti~
midina num volume de 10 gl Apds & horas ode incubac8y & prolife—

ragiio celular fol sedida por incorporac8o de radivactividads .

Neste ensaio particular, as moléculas oo invento
aprasentan una actividade imumosesduladors sntre cercs de 10 ng/ml
coms s mostra na Figura 7. 50% do crescimento celular & inibido

a ceres de 50 nelal .

2. Inibicf8o da proliferaclo de linfoblastos T dependentes de IL-2

fs moléculas odo invenho inibsm oficazmenie o crescimen—
to de blastdoitos 7 humanos  dependentes oe L2 dinduzidos  pop
gsbtimdlaciy com MLE ouw PRPD. Espera-se que sstas cdlulas  desenpe—
nhEm oy papel dnsoriante na cronicidade de casos de awboinumidacds
2 o vrejsicdo.

Culturas em triplicado conterndo 300 = lﬂﬁ HFEM oom B

dias estimulados com FFD o MLR nom volume final 200 ul  foram

i

Lo
]

incubadas a 27°C durants 48 horas na presenga 5, 10 ou 20
vigdml ode Il-2 recombinante @ uma molécula oo invento em  varias
concentraciss variands entre O 2 10uz/ml Cincluindo sstes valores
limites), Em ssgulda adicionou-se ﬁHwTdr. ApdHs & hovas, & proli-
feracls celular fol medida por incorporascc de radicactividade.
Neste snsailo particular  as moldéculas oo invento apressntam  una
sctividade imunomoduladara en concentractes a partiv oe 0,1 ug/ml

oo se nosbra nas Figuras 846 & 8B, BC & 80



Assim o invents tanbém proporcions

(i m wbilizaclo de uma molédcula de ligac8o a CD25 do inwvento em

imuno-supress8o de um sistemna imune Pumano

Ciid wm métods de inuno-supressSo oo sistema inune bumano gus se
caracteriza pela administraclo de uma guantidads  imuno-su—
pressora eficar Jde uma molécula de ligac8o a CDE5 do invento
a um odoente necessitado de tal tratamento.

Ciidduma composicdo farmacdutica Fara imumo-supressdo oo sistens
imdne humano gue compresncds uma aolsScula de ligec8Sn a  CDEE
cla dnvents s owm veicuwls ow Jdiluente farmaceuticamente

atelitével .

Em particular, uma molécula de ligaclio a CO25 do
invento & il na prevencBo ouw Lrataments de casos ds rejsic8o ds

ey Lo,

i

Fara estas indicacfes, & dosasgsem adequsads depernders
carfamants poy sxenplo do hospedeivo, dJdo modo de administraclos =
da natureza & gravidade do estads a ser tratado. No entants,  na
uhilizac8o profilidtica, os resuliados satisfatdrios s8n geralmen—
e indicados como sendo obdidos  en dosagens oifriss enbre  CEPCR
der O,1 mg e caerce de 1 ong por kRilograms de peso de corpo. Estas
dosagens devr8o ser aumentadas até um factor de 4 pars o trata-
meEnto de uma rejsiclo quands ala ooovre. Une molécuwla oo invento
& comvenientemente administrada parenteralments, normalmente  por
via intravenoss, por sxenplo na vels anteclbita  ouw oubra vels
periférica. Usm  tratamento profilético fipicaments compreends  a
acministrac8s da moléoula do invents entre uma ves por odiaza 8 uma
VER por sepans durante 2 oa 4 semanas, comecando n o dia do brans-

plants, de preferdncisz alagumas horas antes odo hransplante.



As moléculas do invento poden tamﬁéﬁ sar Gisis no
trataments de  doencas  aque afectem células T gus expressen o
antigénio COZE, por sxsmpelo no bratamento de lsucémia de cédlulas
T e de oubtras leucémias e linfomas. Cow esta finalidade, =
mnlécule de ligac8o a CDES pode  ser wsads na forma ode um radio-
comjugads en gque & molécwla £ acoplada a uw radionuclido emissor

alfa.

As moléculas do invento podem tambdm  ser  Obteis no
Iratamento ou profiléacia da infecclio por HIV. Parece que o virus
HIV requers a proliferac8o de células T para se mulbiplicar e
assim & inibiclo da proliferaclo de células T através oo bloguesin

o antigénio CDZE deversd também inibir a multiplicac8o do virus,

A5 composicfes farmacéuticas oo invento  podem ser
sroduzidas e Forma comvencional . Uma composicl8o de acords com oo
invento & de preferéncia propovcionads na formae liofilizada. Pars
g administrac8o  imediats ela ¢ dissolvids num veiculs  aguoso
adequiads por exemplo dous estdéril para injecc8o o goro fisiold—
gicn tamponadoe estéril. S se  considerar desejavel  fazer  ums
snlucdno de naior volums para adninistracin por infus8o am ver o
wm folus, & vantajoso incorporar albusing de soro PBumano owooo
préprio sangus heparinizacds do pacientes on soro fisioldgicos na
alitura da formulac8s. A presencas de um excesso ode tal  proteins
fisinldgicamenie inerite evita a perds oo anticorp monoclonal por

adenroln ds parsdes oo recipiente & tubos wsados com & soluclo de
f

infusio, S e usar albumine uma concentracdn adeguada ssrald, 5 &
4,5% por peso da soluc8o salina.
De acords com um oubro aspects oo invernts, @nconbraramn—

~ag rasulbtados  particwlarsents bong  abravés da whilizac8s, =2m
combinac8o, de pelo menos duas moléculas de ligac8o a antigénico a

células T activadas, as referidas moléculas e ligag8o



reconmbecendn pelo menos dois antigénions diferentes caracteristi-

cos cde celulas T activadas,

De preferéncis pode  ser usada uma  combinacls de  duas
mnlidculas diferentes e ligec8io & antigénio, cada  wuma delas
recorbecends wm antigénio diferente. Assin, se ben aue ambas  as
moddclias de ligeclo ao antigénio  reconhscam antigénios de
gsuperficie de células T activadas, =las nfo competen ums com &

oubra para o mesns sitio de ligec8o nes células T artivadas.

De praferéncia uma das moléculas de ligac8o an antiogbe-

nio & una molécula de ligacl8n a OD2E.

0 presente  invents tambd&én proporcions uma  composicSo
inuno-supresesnre conpreendersdn ume nisturs de pelo nenos uma
molécula ode ligsac8o a COEZ5 e pelo menos uma moléculs de ligacl8o a
antigénio conbtra selo menos um antigénio diferents de CDEE que &
caracteristico de células T activadas.

O dinvenlto proporciona aivnda  pelo menos duas moléculasg
de ligac8o a antigénic contra células T activadas associadas umas
& ouitra para usar na inunoe-supressSo do sistema de namifersn, as
referidas moléculas de  ligacl8s a  antigdénio reconbecends pelo
mEnos cdols antigénios diferentes carascteristicos de c&lulas T

activadas um cos guais @ o antigénio CDES.

Fasy "molécula de ligacl8o a andtigénio contra odlulas T

attivadas” pretende-se significar uma moldcula de  ligsclo  gue

1]

reage fortements com cdlulas T schivadas ao mesns Lonpo gue resg

fracamente oW NED rease mesmo com cdlulas T nfo sctivadas, D

i

prafardncia as moldoulas de ligacfo z antigénio s8o moldculas  de
imunoglobugling completa, mais preferencislmente anhicorpons

monoclonais murieos, guindricns ow Pmanizados,  perbicularmenis



anticorpos monoclonais quimdricos. Oz anticorpos monoclonsis CODEER
preferidos s8o o5 que possuem CDRs com a seauéncias de amincacidos

descritas abrbs.

Vantajosamente, a composic8o oo invento pode também
incluir ou pode ser usado esm combinac8o com wma droge ino—-sue—

prassora coms seja a ciclosporina 4.

s anticorpos monoclonais preferidos contra  antigénins
de células T activadas diferentes de OD2E 880 tipicamente o
classificados no conjunts de genes CO7 conforme estabelecido peln
Boston Workshop  sobre *Leucocyte Tyeing 11, VYol. I hkuman T
lymphocites” por Reinherz, Haynes, Hadler & Berstein, Springsr
Verlag, 1985, O antigénic CD7 & heterogensamnents oxpresss om

cerca de S0% de células T ndo activadas. No sntanto, a sepressSo

aumenta fortemente guands da activacl8o  Cum aumento de

F

b

ViaZes

na intensidads) .

Uma combinac8s preferida de anticorpos & pois  uma

combinac8o de um anticores CO7  com wum CD25. Assim, & conposicSo

it

P

i

do invents preferencialmente compresnds uma mistura de pels o

W anticorps CRES  Jjuntamsnise comnm pelo menos  ww anticorpo D7,

~

mais preferencialments o uny anticores CDEE junmtaments com wh

anticorpo C07. Também prefesrencialment

%

mivng o anticorpos g

1]
w

£
cin dmobipn Iab.

-,

e dods anticorpos, Tacwltitativaments juntaments com wuma
drogs inuno-supresenra, eoden ser usados na  pratica clinice de
varias formas. De preferéncia eles s8o misturados um com oo owhbro
2 & mistura figica & administrado ao dosnte. Un procssss alisrna-—
tive & a administraclio ac recipiente dos anticorpos & facultati-
vamante & droge  iouno-supraessora a partir de ressrvabdrios

separados por sualauer  orden mas &0 mesns temso. A composicfo



pode ser preparada ¢ admninistrads parentervalsments como  desoribo
atras para o anticorpo CD2ZE sézinho.  Como alternativa, a  droga
imuno-supressora & administrada oralmente 2 o anticorpos  moro-—
clomais 880 administrados parenteralmente, separadamente ou  como

uma mistura.,

Fara melhor se reconstituir composicfes adequadas, os
anticorpos monoclonais = facwlitativamsntes uwa droga inwmo-supres—
sora podem ser empacotados separadamente dentro da mesns enbala-
gem, comn instrucles para a mistura ouw concomitante adninistracio.
Exemplos cde kits  incluem por exemplo uma seringa  com varios
reservatdrios ou una enbalagemn contends formas de dossgsm wni i
rias separadas de pelo menos dois anticorpos  contra células T
activadas, os refsridos anticorpos  reconhscendo pelo menos odois
aritigénios diferentes carvacteristicos de células T activadas, um

dios quais & o antigénio CDES.

Atd agora as investigacles indicaram aus a administra-
c8o dos anticorpos em combinas8o um com o oubro & faculiativamen-
e oo wma drogs immo-supressora & ndo origina efeitos  secuncdb—

=3 yY: bl

is de  dosag
gxisnte potenciac8s dos  efeitos secundirvios observados com os

rios inaceitévels nos niv

113

Bl enPraglass s Ol

i

anticorpss individuais., Para usar na profilécia, g dossgsm
acesuada reauererd a2 adninistrac8s de O,085 & 0,8 miligramas oe um
primairo anticorps (como sejs o anbticorps CDEGY por kilograma oe

Fess de corpo oo doente &0 0,058 & 0,5 miligramas de um ssgundo

anticores Coomn seja wn anticorps CO7ipor  kilograms de peso  de
corpo. Quands a  deogs Imunoesupressora @ a  ciclosporins, a
guisntidade recomsndads  de drogs  inwunoesupressora gues pods ser
facultativamentse val de 2 a &5 miligramas por kilograma de peso de
corpo quando administrads parenteralments & 10-15 malflEg de  peso

che corpo quands administrade oralmente. & composic8o oo invento
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pode ser administrada nume base didria ou semanal, de preferéncia

rums hase semanal .

e bem gue a composicio do invento se destine particu-
larments & wsar em profiléxsia da rejsicfo de enxertos, a sua
utilizaco pode ser convenisntemsnte estendida ao trataments  de
casos ode rejeicfco guando slss de facto ocorvem.  Neste caso, =

dosagen deverd ser aumentada até um fachor de 4.

g anticorposs monoclonals  surinos adegusdos para  usar
o presente invento sic conbecidos  pepr o me. Muitos  anticorpos
moncclonais contra antigénios de superficie de células T activa-
das podem  ser  adouwiridos em colecofies de culiuras de varios
paises & especialmente a American Type Cultwre Collesction oe
Rockwille, Marylamd, UZA pods fornecsr anticorpos monoclonais
adeguados ouw hibridomas que secretem tais anticorpos. Un  exenplo
de hibridomas gque sscretem anticorpos monoclonais GOV gue  possam
ser usados no presents invento 8 gue possan ser acdeuiridos & ATSC
& TH-2A1. Outros anticorpos CD7 s8o RFT-2 & CHH 2380 (um anbicorps
auiméricold. Os anticorpos CDZE, para além oo RFT-E prefericdo & oo
sy derivads quindrico comn descorits atras, M7/2 {(Gaulton =2t al.,
Clive, Immumol . ard  Imsemopath.,  (I32E) 0 Z8: 183 o anticorpo

anti—tac (Uchivama st al., J. Immunol. (1921 126 €43 139321 & o

anticorps monoclonal Campath &
0 efeito sinergistico de uma combinacio dos  anticorpos
mormelonais CDES & CO7 fol demonstradds in vivo enm testes clinicos

em cdoentes Pumsnos,

2 -

Mo iocensalo MLR, & inibicf8o da incovporac8o de “H-TOR

& ohservada em culiuvras a aue wm anticorps monoclonal D7 (RFTH
ouw CDEE (RFTE)  foi adicionado isoladaments & exists wm grau

substancialmente mais alto de inibics guands ambos os anticorpos



s8n usados sindlténesanenis na mesna concentracl8o total. A MLRE & o
sequivalente in  vitro da resposta ao bransplante alogénico  gue
conduz & rejeicdo in vivo erguanto oue a inibic8s descrita abris

& o equivalente & imunosupressSo in vive.

Em MLRs a que se adicionouw ciclosporing numa gana oe
dosagem de 10 nanogramas/nl a 100 go/ml, na pressncs dos anticor-—
s monoclonais  CD7 ou CDEB observe-se  uma maicr  inibkbiclo de
aH—TﬁR comparads com & ciclosporing  sozinha em toda a gamas  oe
cdosagem. A combinaclo de CO7, CDEE 2 ciclosporing apresenta um

maior efeitn inibkidor do gwe aualagusr cubra combinscfo.

Em testes clinicos, o dosnbes gue v8o ser sujisitos &
transplante de  rim, figado ow  corac8c sfo seleccionados para
bmvapia profilidtica. Mo dia do transplants, 2 horas antes daci-
rargia & dada uwwma eprimeirsz infusSc  intravenosa oo anticorps
quimérino CORE do Exemplo 5 junbtamente com o anticorps ouwimérico
D7 CCHH 2200 numa  dose de 0,2 me de cads  anbicorps par Kg  de
pean ode corpo. Dods dias apds cirfrgia administra-ss wns infusdo
jdéntica dos dois anticorpos & depois repete—se com  intervalos

gemanals Jdurants unm nds

As infusfes intravenosas sf80 preparadas como 58 Segue!
o anticorpos liofilizados s80 misturacdos wns com os oubtros @
dispersos em 100 ml de soro fisioldgico tamponads estéril conten-
o 4, 5% peso de albuming bovine. Ests dispers8So en soro fisiolo-

gico & administrads

by

dosntes an longs e oy periogds ods 30
mindtos. Oz doentes  também  recsbsm berapia convencional com
ciclosporina. Nenbum doente sofred um caso de rejeicfs durante um

pariocds de ferapia de um nds.



Brave descriclo dos desenbos

A Figura 1A & uma ddiagrama ssquenitics mostrands a
gstrutura de una molécula de Ig@ assim como os genes  codificado-
res das cadeias pesada e leve., A Figura 1B repressnta  esqouemsati-
camants o arrvanio ode um dominio varifvel de una cadeis pesada ou

leve nas regiffes sstrutursis (FRY ¢ hipervarisveis (CDRD.

fs Figuras 28 & 2B mostram &2 asn&liss de DHNA  gendmico
cdigeridoe com  EcoRI oo hibridoma de  murganho RFTE-IgG2a (1),

RFTE~Ig@l (23, RFT4 (33 & NS-1 (47 por transferédncia  Soubhern

usarnds uma sonds de DNA marcada com SEP codificandn o potenciador
da cadeia pesada muring (Fig., 243 ou codificando Ck e murganhs e
cinco sagmentos do gen Jk CFig. 2B, 10 g de DNA éenﬁmicm foram
cigeridos com EcoRI ¢ fraccionados pelo tamanbo num oel de O,

0

%
oz agarosse. En seouids, os fragmentos foram bransferidos parsa uma
menbrana de nitrocelulose ¢ hibridados com & sonda. Apds lavagem,

a membirana fol swposta durante & nodte a wa filme Hodak X-0 Mat .

As Figuras 364 & 2B mostrams os  vectorss o expressSo

parentals pSYE-neo-hulrl = ﬁﬁVE“DHFﬁ”Eﬁ”hUCk. Ambos os plasnidens
sisténcia & ampiciling (awmp ¥ = a3 origem

e

oomprsernden Wy gen

&
de replicac8o oo pBRIZZ e BV40 (pBERIZZ ori e SV40 ori). pSYI-nen—
=t 1 caracteriza-ss pela presence  de um gens  da neomicina

(s 3 @ o ogene codificador da parte constants 71 Fumans (huCT 3,

i
ernquanio gque pEVE-DHFR-Eg-huCk tem inserido um gens da  di-hidro—
dolato-redutase (DHFR? (resisténcia a0 metobtrexato) & o gene
codificador da parie constants B humans {huCk}. g vectores
finais para a sxpressfSo Jda cadeia pesada  ouw leve guisdrica  sf8o
respactivanente obtidos  por inserc8s em  pSVI-neo-hCrl  ode um
fragmento de DNOA codificador oo peptides lider (L) 2 o dominio
varisvel (VDI da cadeia pesada RFTSE~Ig@2a juntamente com o

potenciador  da cadeia pesads Fidmana e Py inserolo &m



pSVE-DHFR-Ep~tulk de wm fragmento deg DNA cgdifitadof i peptideo

lider (L) & do dominic varidvel (VI.) da cadeia leve RFTE-IgGla.

As Fiouras 46 ¢ 4B mostramn a procutividade de comijuntos
individuais de células cultivadas com concentrac8ss crescentes de
matobrexato (MTX) respectivaments de acords com o5 processos A e
B odescritos no Exenplo 5. 0 gixo dos Y do graficn o8 a guantidade

. . 1= S -
de anticorps monoclonal produsido sm ome/l0” células em 73 horas.

A Figura 5 mostra um  protocolo para a construcSs  de
substituic8es de CDR por ivsercSo das cassetes de CDR num vechkor

contendo 4 regiffes estruturais fundidas umas s oubras.

A Figura £ mostra a inibic8o de MLRE por (x) RFTE-Ig62:

.

Cro@: k) e Co) um MOE guimérico murino-bumano do invents (al, k).

it

£
Ambos os MAbs tém  os dominios variaveis como  se noskra em
I, N& 1 & 2.

=

-

A Figura 7 mostra a inibic8o oa resposta oe  HFEM
gapacifica de PPD por (=) RFTE-IgE2s =2 (03 o mesmo MAb sguimdricos

A I vo—Pamar,

A Figura & mostra o efeito de RFTE~Ig6Za = oo mesmo MAD
guimdrico murinc-humans na proliferac8s de linfoblastos T com
FFD, (Fig., 8B & BAY & na proliferaclo de linfoblastos T de  MRL,
tFig. 80 = 20 numa concentracls de IL-2 de 5 ng/ml (o), 10 na/ml

€3 e 20 ma/ml (wlk.

Apenas com fins ilustrativos a producSs de um anticores

CREE muimérico do invento & sxemplificada conn s ssgus)



Exemplo 1 Clonagem do gene codificador do dominio variavel da
cadeis pesada de REFTE-IoG2a

2 PNA gendmico  dos hibridomas RFTE-IgGXa (CD2B: 73a;
k3, RFTE-IgGl CCD2E} +1) ki e RFT4: (CD4; w1, k3 e da linha
parental de clulas de misloma dos hibridomas, nomnsadesments NS-1,
fol isolads e digerido com EcoRI. Cada um dos DNAs digeridos  foi
entds fracoionads no mesms gel  de agaross. Apds migrac8o, o gel
de agarose fol analisados por transferdncia Southern uaandn ot Tu
sonda uwm fragmento de DNA Xbal-EcoRI de 0,7 kb marcads com “°F o

*.!.l
fud

gual codifica o potenciador  da cadeia pesads murinaiHeinrich st
al., J. TImmumol. C13989) 1430 25291, Foram reveladas no gel 32
tipos de bandas  apds hibridec8o como s mostra na Figura 2. D

fragmento EcoRl de §,5 Kb esté presente no produts ode digestSo do

)

DA de todas as linhas celulares incluwindos NS-1, & linha celular
parental de misloma & portants nfo tem  interesse. 0 fragmenbo
EcoRI de 2,9 Kb & detectads apsnas no produbo de digest&o oo DA
chy hibridoma  RFTE~IgGl & penss-se gue  seda o resultads de um
rearranjo anorasl de genes. D frasments EcoRI de £,8 b cus  esté
ausents no prodoeto da digestdo de DNA da linka celular  parental
-1 & pols um fragments de eleic8o 2 posterior purificac8s deste
fragmento fol subseguentessnts realizsds por electroforess em o)
preparativo de agaross.

Fragmentos ok

i';‘u

DA de  aproximadaments B-7 Kb foram
clonados nwo sitio de restricfio EcoRI do bacteridfago Z8F  (Stra-
tagensld . Usandn & sonda  descrita atrés, foram despistados -»1ﬁb
fagos recombinantes & encontraram-ss 11 clones gue hibridaram. A
insgrcdo de DNA dos 11 clones fol awmplificeda sm  lisados de
placas fagicas por reacc8o em cadeia com polimerase (PCRY  wsando
comn iniciadores  wm primsiro oligonueledtids codificador oo
comegs da cadeia pesada RFTE até ac  amincioido N2 7 (ssoudncia

praviamente determinadal. 0 segunco  iniciador  fol  projectacds



tendds em consideracls a fregudncias ode wbilizec8o de codles pelos
genes. (s fragmentos de DNA chtidos a partir de cads um dos 11
clonss foram snalisados por bransferéncia Sowthevn wsando  como
gonda wm oligonucledtide codificadoyr da seaudncia de  amincécidos
entre os aminofcicdos 20 e 27 da cadela pesada RFTE gue ol tambdm
projectads de acordo com & wtilizsc8o de cocdfes mais  fregquentes.
Usando & sonda foram detsctados 2 clones fagicos idénticos. FParte
ca inserc8o de DNAgue coddifica o dominio varifdvel foi sequenciada

palo métods ode terminac8o didesoxi g pode-se ver em See. Id. NSl

Exemplo 2 Construclno de um gene da cadeis pesada guimérica RFTS

U fragmento EcoRI oe £ Eb obdido por digest8s do  DNA

de um dos 9 clones fTagicos & compreends

o ogene do dominio varige
vel da cadeia pesads de RFTECincluindo o promotor 2 o potencia—
cdory fol clenado no sitio de restric8s EooRl de nec—parte  cons—
tants vido vector de sxpressfo sucaridticn p8YE (Heinrich =t al,
supral coms sg mostra ne Figura 239, En seguida & sequdncia  oe
nucledtidos do gens oodificador oo dominio  variavel da  cadeia
pesada de RFTE foi determinads para excluir a possibilidade de 2
mutagdo neste gene ber ooorrido durants s propagac8n oo plasmi-
vl

u

Exenplo 2 Clonsgem do gene codificador do dominio warisdvel da
cadeia leve de RFTS

0 DNA gendmicn dos hibridomas RFTE, RFTEX & RFT4 & da
linha celular parental NE-1 foi  isolado & odigerico com EcoRI.
Cada um dos DNAs digeridos fol ent8c fraccionado no mesmo gel  oe
agaross. Apds migracdo, o g2l de agarose foi anslisado  por
transferéncia Scuthern wsands coms sonda e frasmento  de  DNA

ey

marcads com TOF compresndends os B genes J. de murganho & o gens

K
G# de murganh,



}
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F otipos principsis o barddas de aproximadaments 12, 16
& 18 Ek foram revelados no g9el]l apds hibridac8o como se mostra na
Figura 2B, s fraooentos naiores 8o o tnioos sspecificos oo
hibridoma RFTE. Os fragmentos EcoRI fracciomados pelo famanbo de
aprosinademnents 18 Eb foram clonados no fago EMBLY (Strategens),
7 w107 clones fagicos recombinantes  foram despistados com &

sonda descrita atrés o snconbrou-ss 2 oolo

b
]
13
iR

g3

we hibridaram, cads
i compresndends uma dnserclo dddntice de 18 Eb. Mostrou-ss  ous
um subf ragmento EcoRI-Xbal dHde 4,4 Kb conbamn o gene  comnplato
codificador oo dominio varisdvel da cadeis leve de RFTE & foil
clonads no plasmides pEEM4 (Stratagens). Delsrminou-ss
cia oo fragmento de 4.4 Eb, Parte da insercSo  oe DNS
ouee cocdd fice o dominio varidvel ol seguenciada. & ssoudncisa

pode-se observar e Ses. Iod. NSD

Exemplo 4 Construclo de um gens guimérico da cadeia leve de RFTE

U fFragmento Xbhel-Xbal de 1,1 Kb codificador do poben-
cigdor da cadsis pesads suirineg (Heinvich =2t 2l supral juntaments
i Fraomento HindlII-S5ghl codificador da  parvite constants
Puamans Yol swbolonado oo fago mplS (Stratagens) . Apds  destruicio
cos sitios de restriclo por mubasdéneses um fragmento com exhremos
EcoRI-~HindIIl presnchidos compresndends 2 seqgudncis oo potencia—
dor da cadeia arte constante kb (halky foi
clomads no sitio EcoRI-BamHI  obr pSYER-DHFR . pESVE-DHFR foi  obtido
por substituicdo oo fragments  BasHI-HindIIl oo pSVE-nes com o

fraganents BanMHI-HirndIII codificador oo gens DHFRE.

0 fragmento EcoRI-Xkal oe 4,4 Eb oo Fwesplo 3 fol entfo

inserido em pSVI-DHFR-E -Gk .
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Exenplo 5 Expressdo de um anticorps quimérico RFTE

s plasmideoss conforme obtidos mnos Esemelos 2 e 4 foram

cotransfectados na linha de cflulas  de smieloms de vatinko Sp2/0
CATCE CRL 1BZ1) por electroporacdo usando um sistens pulsador s
genss da  Biorad., Ssbhe-se  gue ssta fbdonica oris transfectaniss

gstavels com uma fresudnecis elevads. & linka celular SFR/00 n8o

procdus cadedias leve ¢ pesada enddgenas 2 & sensivel & Geneticin

oy

(G 418 numa comcentrac8o ode 0,8 me/ml.

A calulas SPZ/0 foram culiivadas no meio de crescimsn-—
I

-—E
o habitual (RFMI + 10% FCS 4+ Bxl0 7 f-mercapiostancols, colhidas

-

na fase log do orescimento & lavadas com o bane8o de electropora-

s e e , . 7
clo (Eio-Red)y., A concenbtrac8o celular fol ajustads a3 Zxi0

células/ml. A G, 8 ml da suspensB8o celular foil adiciconads 1520 ug
de cacds plasmides. & mistura fol colocads sm gelo & deissda  =m
rapouss durants 10 min., En seguidas as c&lulas foram sujsitas & um
pulss eldctricn (230 Volt: 28 4F) e novamente deixado sm repousso
cdurants 15 min. As cdlulas foram transferidas para o meio de

crascinents habitual & incubadas s 27°C nume sstufa ods OO .

Apds 2 dias ode incubaclo, comscou 3 seleccln da resis-
tencia & G418, As células foram ressuseensas v meio frescoo
contendo 1,4 ma/ml de G418, As culiuras devam células snm cresci-—
ments apds 10-14 dias de incubacfs na presenca  de G418, Apds  F
samanas de incubacdo, o  sobrenedantes das culturas conflusntes
foram testados relativamente 3 espressSo de Ig6 humana numa ELISA
Lipo sanduiche (anti-cadeia leve b bhumans /4 sobrensdants /

conjugads anti-Igd hunana~-fosfatase alcalinal.

Este teste indica gue as moléculas de anticorgs comple—
tas 580 secretadas em todas as culturas em concentracfes varaveis

500 na/ml .

i
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Fara selecoionar oflulas en ques o gens DHFR ol  anpli-
ficads e portante secrets  grandes  guantidades de anticorps
pratendide real izaran-se dols processos  de seleccdn par
téncia ao metobresato  (MTX) como  se descore b
finalidade, os conjuntos de cdlulas  resistentss & G418 foram
divididos & a amplificacfo prosseguiv de acordo com o processo A
CMTX aumenta  por wm factor de 2 ouw 2,87 ow processs B OMTY

auwmeEnte por um factor ode By



Frocesao A

i

{
100mM MTX

!

I
2R0M MTX

(

{
BOOnM MTX

!

|

luM MTX

EuM MTX

l

|
108M MTX

|

!

2EaM MTY

{
|

100uM MTX

Froceaso B

{
{
200nM MTX
1
I
PuM MTX
(
t
BuM MTX
|
S
25 MTX
{
(

1000M MTY

33

I
i

Cada passo de amplificac8s comeresnds a incouwlac8o  oe
. . R - S . .
cElulas a uma densisdade de 29107 células/ml no meio de cresci-

manbs habitual suplementads com G 418 & 1,4 ma/ml = com MTY  nums



comceanirac8o ssconlhdda. Apds 72 horas de incubacHo, as cédlulas e
o sobrensdante foram separadas. A& secreclio de anticorpos  fol

controlada por ELIZSS ouw por HPLC wsando wme ooluna de proteins &

A5 Figuras 44 & 48 mostran & procdutividade de  anticor-
Fow o mesns conjunto de transfectantes. & malor parts dos
comjuntos atings um méxing de produclo de anticorpos especificos
e certs concentrac8o de metotrexato. Us melhores conjuntos  de
produtores foram clonados por diluic8o limite. De entre  centenas
e clones analisados selecciovaram-ss os 15 melhores olonss
produtores. A produtividade dos clones variow entre 30 & 50 mg de
MAh!lGH celulas am 72 horas.

O anticorps fol purificads a partir de wun  sobrenadants

v culiure por 2luiclo numa coluna de afinidads de proteineg 4.
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ATG GAA TGT AAC TGG ATA CTT CCT TTT ATT CTG TCG GTA ATT TCA G 46
Met Glu Cys Asn Trp Ile Leu Pro Phe Ile Leu Ser Val Ile Ser
-15 -10 -5
GTAAGGGGCT CACCAGTTCC ATATCTGAAA GAGGATACAG GGTCTGAAGT GACAATGACA 106

TCTACTCTGC TGTTCTCTCC ACAG GG GTC TAC TCA GAG GIT CAG CTC CAG 156
Gly Val Tyr Ser Glu Val Gln Leu Gln
' -1 1 5

CAG TCT GGG ACT GTG CTG GCT AGG CCT GGG GCT TCC GIG AAG ATG TCC 204
Gln Ser Glu Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser
10 15

25

20
TGC AAG GCT TCT GGC TAC AGC TTT ACC AGG TAC TGG ATG CaC TGG ATA
Cys Lys 4la Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Arg Tyr Trp Met His Trp Ile

252
30 35
AAA CAG AGG CCT GGA CAG GGT CTA GAA TGG ATT GGT GCT ATT TAT CCT 300
Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala Ile Tyr Pro
40 45 50

GGA AAT AGT GAT ACT AGT TAC AAC CAG AAG TTC GAG GGC AAG GCC AaA
55 60

Gly Asn Ser Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Glu Gl

348
y Lys Ala Lys
65 -
CTG ACT GCA GTC ACA TCC GCC AGC ACT GCC TAC ATG GAG CTC AGC AGC
Leu Thr Ala Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala T
70

75

396
YT Met Glu Leu Ser Ser
80 85
CTG ACA CAT GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT TCA AGA GacC TAC GGC L4
Leu Thr His Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Asp Tyr Gly
: 90 95 100
TAC TAC TIT GAC TTC TGG GGC CAA GGC ACC ACT CTC ACA GTC TCC TCca 492
Tyr Tyr Phe Asp Phe Irp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
105 110

115



IDENTIFICADOR DE SEQUENCIAS No2i -

Matdériz om causs) Deminie varidvel da cadeis leve ds

imtanoglobuling oo anticorps RFTE

Tipo de sequdncia!l Seaudncia de nuocledtidos & covrescondente

sequdne la ode aninodcidos

Tipo de molécula! DNA sendmics

Comprimsnto! 455 nucladtidos

Fonte original: Um Ribridomna murino

Caracheristicas da segu@nciz de nucledbidos!

U intrfio estéd situsdo entre o nucledtido

il

s
o a"»&.‘

i

Gene oo segmento Vi odo nucledticdo 244 an 519

ene oo segmento Jo0 oo nucladtido 820 an 485

Caracleristicas oda ssquéncia de aminoicicngs!

oo,

Feptides lider! desde o aminodcido (a.a.) —22 até -1

FR1': desde a.a. 1 atd 23

COR1Y Y desde a.a. 24 até 23

FRZ’: desde a.a. 34 até 489
COREZ' ) desde a.a. 43 até BE
FR2': desde a.a. BE até 87
CORZ: desds a.a 85 até 394

104

T
)
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iy
i
Ll
i
Bl
B
]
23]
~
s
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ATG GAT TIT CAG GTG CAG ATT TTC AGC TTC CTG CTA ATC AGT GCC TCA ¢ 49
Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu leu Ile Ser Ala Ser
-20 -15 -10

GTAACAGAGG GCAGGGAATT TGAGATCAGA ATCCAACCAA AATTATTTTC CCTGGGGAAT 109
TTGAGTCTA% AATACAGTTT TTTTTTCTIT TTCTTCATCT GAATGTTGGG TGGTATAAAA 169
TTATTTITGT TTCTCTATTT CTACTAATCC CTTICTCTCT ATTTTGCTTT TTTCTAG 226

TC ATA CTG TCC AGA GGA CAA ATT GTT CTC ACC CAG TCT cca GCA ATC 273
Val Ile Leu Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile
-5 -1 1 5 10

ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC 321
Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser
15 20 25

TCA AGT ATA AGT TAC ATG CAG TGG TAC CAG CAG AAG cCA GoC ACC TCC 369
Ser Ser Ile Ser Tyr Met Gln Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Thr Ser
30 35 40

CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC ACA TCC AAA CTG GCT TCT GGA GTC ¢CT 417
Pro Lys Arg Trp Ile Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro-
45 50 55

GCT CGC TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGe ACC TCT TAT TCT cTC ACA ATC 465
Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
60 65 70

AGC AGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TGC CAT CAG CGG 513
Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Arg
75 80 85 90

AGT AGT TAC ACG TTC GGA GGG GGG ACC AAA CTG GAA ATA AAA 555
Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Tle Lys
95 100



Regifo

FR1

CDR1

FRZ

CRRZ

FRE

CDRE

FR4

Tabela 1

localizacfes na cadein
P s

amincdcidos 1 & 30 (com
W residun ocasional
gm 03

aminodcidos 31 8 35 (oom
possivelis inserofss nue
maradas oo 384, ZEE

amino&cidn 38 & 4

1,

aminoicicds 5O a &5 (com
posgivels inssrclses -
meradas comn B2A B = 02

amirnnéeido 6 & 94 (com

aminchcids I8 5 102

Coomm possivels ingsr-
cles numeradas como 1004,
B, C, D, E, F, @G, H, I,
J, o KB

amivodiecids 103 5 113

localizacles na cadeia
lave

aminodcicdos 1 a 23 (com
i residun ocasional

em O & uma delecclo en
12 nas cadeias X

aminmacidos 4 & 34 (com
possivel inserclo
nemerada com 274, B, C,
B, & F2

aminndcicds

fed
i
3]

.
X}

aminoacidos 5O & 5&

aminoicids 57 a 88

-

amimsécicds 89 a8 97 com

possivels inssrofes nue
maradas como 9EA, B, O,
D, E s F)

aminoicids 28107 {com
uma possivel insercio
rdmErads com 10880



REIVINDICACOES

182, ~ FProcesso para & producdo de ouma molécula de
ligac8io & CD2EE gue compresrdes pelo menos um sitio de ligac8o  ao
antigdnio compresndendo pelo menos oy dominio gue  engloba na
sequéncia, as regiffes hipsrvaridveis DCODRIL, CDRZ ¢ CORE ftendo =&
referida COR!I a8 seaudncia de amincdcidos  Argo-Tir-Trp-Mst-His,
tencds a referida CORE & seguéncia de amirwécidos ala-Ile~Tir—-Fro-
=Gli-Asn-Tra-Szr-TirAgn-Gln-Lis-Fen-Glu-Gli, & tends a referida
CORZ & sequéncia de aminoécidos Asp~Tir-Gli-Tir-Tir~Fen-fsp-Fan;
ou seuws equivalentes directos) caracterizsds  por compreendsr o
Fassn de culiura de wma linba  celular de Ribridoms oo oe wm
crganisno transformado com wma construciio  de DNA  compreendenco
geoguincias de nucledbidos codificands sequenciadaments as referi-
das regifes hipervariiveis CDRL, CDRZ e CDRE, e isolamento de ums

molédcuwla de ligac8n 5 CD2E a partir da cwliurs,

22, ~ Frocesso de acorcds com & reivindicaclo 1, CHETrA-
tarizadn por a molécuwla de ligac8s a CODEE comprsendsr pels  menng

wm sitio de ligac8o ao antisgdénico compresendendod

N W primsivo dominio compraendanin ssqgusnciadanenies as
regiffes hipervaridvedis CDRI, CDRZ = CDRE tendo a eferids

CORYI a sequéncia de amimbcicdos Org-Tir-Trp-Met-His,

Facald
E.Tf
,.L
o

referida CDRZ a seoudncis ode amincbcidos Ala-Ile-Tip—Ppo-
~&Gli-fAsn-Ser-Asp-Treg-Saer-Tir-Gzn-Gin~-Lis-Fen-GiuGli & tendo
a referids CDRI a sequdncia oe aminocdcidos Asp-Tiv—-Gli-Tip—

~Tiv~Fen-fap-Fan &

fud um segunds dominio compresendends seauenciadamente as regifes

!
Mipsrvaridvais CORLY, CDR2 = CORIY, tendo a referida  CDRI
# ssqudncia de aminodcidos Jermﬂlw Hagp—-Sep-Sare-I lo-Sap-Tip-

=Met-Gln, ternds a refericds CDRE! 2 seguéncia de  amincdcidos



fsp-Tre-Ser-Lis-Leu-Ala-Ssr & tendn a3 referids CDRZ
saquéncia de amincdcidos His-G

&
In-grg-Sep-Sep-Tir-Tra;
ol Seuds squivalentes dirscios.
B - Processo de acordo com & reivindicac8a 1, carac—
terizads por a molécuwla de ligsc8n a CDES rompresnder pelo neanns
i sitio de ligac8o ao

antigénico compreernderds um deminio el
vima sequéncis de aminoic idos substancialmente iddéntica & mostradz
em Dees, Idd, N2 LG



ATG GAA TGT AAC TGG ATA CIT CCT TTT ATT CIG TCG GTA ATT TCA G
Met Glu Cys Asn Trp Ile Leu Pro Phe Ile Leu Ser Val Ile Ser

GTAAGGGGCT CACCAGTTCC ATATCTGAAA GAGGATACAG GGTCTGAAGT GACAATGACA

TCTACTCTGC TGTTCTCTCC ACAG

CAG
Gln

TGC
Cys

Lys

GGA
Gly

CTG
Leu
70

CTG

Leu

TAC
Tyr

TCT
Ser

AAG
Lys

CAG
Gln

AAT
Asn
55

ACT

Thr

ACA
Thr

GGG
Glu

GCT
Ala

AGG
Arg
40

AGT

Ser

GCA
Ala

CAT
His

=15 -10 -

-1 1

ACT GTG CTG GCT AGG CCT GGG GCT TCC GTG
Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala Ser Val
10 15

TCT GGC TAC AGC TTT ACC AGG TAC TGG ATG
Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Arg Tyr Trp Met
25 30

CCT GGA CAG GGT CTA GAA TGG ATT GGT GCT
Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala
45 50

GAT ACT AGT TAC AAC CAG AAG TTC GAG GGC
Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Glu Gly
60 65

GTC ACA TCC GCC AGC ACT GCC TAC ATG GAG
Val Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met Glu
75 ’ 80

GAG GAC TCT GCG GTC TAT TAC TGT TCA AGA
Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg
90 95

TAC TTT GAC TIC TGG GGC CAA GGC ACC ACT CTC Aca

Tyr

Phe

Asp Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
105 110

GG GIC TAC TCA GAG GTT
Gly Val Tyr Ser Glu Val

-5

CAG CTC CaG
Gln Leu Gln
5

AAG ATG TCC
Lys Het Ser
20

CAC TGG ATA
His Trp Ile
35

ATT TAT CCT
Ile Tyr Pro

AAG GCC AsA
Lys Ala Lys

CTC AGC AGC
Leu Ser Ser
85

GAC TAC GGC
Asp Tyr Gly
100

GTC TCC TCA
Val Ser Ser
115

46

106

156

204

252

300

348

396

444

492



comscandn com o aminodcido na posicfo 1 o2 ferminancs com oo amino—
sgoido na posic8o 117 o compregendends um primeirg dominio como
descrito atras o um ssgunds doninis fonds uma seoqudncia de aminoe

Hcivdes substancialmente id@ntica & mostrada ne Sex. Id, NE 2

1
1



ATG GAT TTT CAG GTG CAG ATT TTC AGC TIC CIG CTA ATC AGT GCC TCA G
Met Asp Phe Gln Val Gla Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
-20 -15 -10

GTAACAGAGG GCAGGGAATT TGAGATCAGA ATCCAACCAA AATTATTITIC CCTGGGGAAT
TTGAGTCTAA AATACAGTTT TTITITCTIT TTCTTCAICT GAATGTTGGG TGGTATAAAA

TTATTTTTGT TICICIATIT CTACTAATCC CTTICICICT ATTTTGCTIIT TTICTAG
TC ATA CIG TCC AGA GGA CAA ATT GIT CTC ACC CAG TCT CCA GCA ATC
Val Ile Leu Ser Arg Gly Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile
-5 -1 1 5 10

ATG TCT GCA TCT CCA GGG GAG AAG GTC ACC ATG ACC TGC AGT GCC AGC
Met Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Het Thr Cys Ser Ala Ser
15 20 25

TCA AGT ATA AGT TAC ATG CAG TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGC ACC TCC
Ser Ser.Ile Ser Tyr Het Gln Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Thr Ser
30 35 : 40

CCC AAA AGA TGG ATT TAT GAC ACA TCC AAA CIG GCT TCT GGA GIC CCT
Pro Lys Arg Trp Ile TyT Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro
45 50 55

GCT CGC_TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACC TCT TAT TCT CIC ACA ATC
Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
60 65 70

AGC AGC ATG GAG GCT GAA GAT GCT GCC ACT TAT TAC TIGC CAT CAG CGG
Ser Ser Met Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Arg
75 80 85 90

AGT AGT TAC ACG TTC GGA GGG GGG ACC AAA CIG GAA ATA AAA
Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
95 100

49

109

169

- 226

273

321

369

417

465

513

555



comsrardo com oo aminodoids nes posiclo ¢ ftorminands com oo aminode

Cicly 104,

48 ~ Processo de acords com &  reivindicac8o 2 oouw 3,

carachkerizads por & molécuwls de  ligac8o a CD25 comprssndsr  pelo

RIS
&5l uma cadeia pesads de imtmoglobuling ow sew fraomento o

compresnde (1 wm dominio varifvel compresndends na segudn—
cia as regiffes hipervarifvels CDRI, CDRZ2 & CDRE & (ii) &
parts comstants o ssuw fragments de uma  cadeia  pesads
Fuamania; tends & refericda COR1D &8 sequéncias de  amincdcidos
Arg-Tir-Trp-Met~His, ternds & referids CORZ & segudncis
Ala-Ile-Tir-Fro-Gli-Asn-Ser-Tir-Asn—GIn-Lis-Fen-Glu-Gli £
tendo a referida CORZ a seqgudncia oo amivnoScidos Asp-Tir-—

~Gli-Tir~Tir~Fan-Asp-Fan &

kel tma cadeia leve de imumoglobuling ou sew fragments gues conn-
preends (1) ww  dominio varifvel compresndends  seauenciada-—
meEmte as regifes hipervariévelis CORLY, CORZ e CORZ' & (iid
a parte constante ouw um  sew fragments de uma cadeia  leve
Fumana; tends a  referida CORLY & segudncia de  aminodcidos
Her-Ala-Ser-Ser-Ser-Ile-Zep~-Tir-Maet-Gln, femds & referida
CORE a2 segudnciz de aninobcidos  Asp-Tre-Ssr-Lis-Lawu-Ala~
~ger, & tendo a referids CDRITY  a seoudncia de  amincbeidos

Hig—-Gln—-frg-Ser-Sar-Tivr~Tre}
o seuws eauivalentes directos,

B2, - Frocesso de acords com a reivindicacSo 4, carac~

=k
terizads por a molécula de ligac8o a CORE comprassnder pelo nenos



...51 —
E uma cadeia pesads ogus compresics um cdominio varidvel  tendo
uma segudncia  ode  amincicidos substancialmente  idéntica A

mosthrada na Beg. Id. NS 1 comecando oom o aminodcido na
poreicfo 1 @ terminands com o amincdcido ns posic8o 117 & a

parts constante de uma cadedia pesada Mumanal o

Bad uma cadsia leve gues compreendes we dominio varifvel tendo uma
saqudneia de amincdcidos substancialments jdéntico & mostra-
da na Ses. Td. N2 2 comecands com &Scide glubémics na posic8o

e terminands com &cido glubémicon na posic8o 104 & & parte
corstants de wma cadedia leve humans.

28. — Processo de acords com a  reivindicacdSs 4 o B,
caracterizads por, na moldcuwla de ligac8n a CDEE, & parte  cong-
tante o sew fragmento da cadeia pesads bumana ser do tipo  gana
& a parte constante ou seu fragmento da cadeia leve humana ser do

Lipo kass.

78, - Processo para a procducSo de uma molécula de
A

b1l

ligas

L}

CRZE de multi-cadeias, caracherizads por comnpresndasr!

A a cultura de um organisme guws & transformado com

i owmE comstruclo de DNA covrecta gue codifica  una

cadeis pesads o seuw fragmentos & compresndse

&) waa  primeira parte gue codifica wm dominio

varidvel compresndends  alternativamentes regiffes estruturais e
hiparvaridveis, sends as referidas regiffies hipervaridveis ssogusn-
cialmente CDRI, CDRZ ¢ CDRI, cuwjas sequdncias de  amincicicdos
shin apresentadas  em Seg.  Id. N2 1) comscandn esta primeirs

parte com uyw codfo codificador do primeiro aminodcido do dominio



variavel & terminands com um codfo codificador do Gltismo aminng-

civo do dominio varidvel e

e uma segunda parte aue codifica uma  parike
comstants da cadeia pesada ouw wn seuw fragmento gue CORBCE CDWM LW
codfio codificador do primeiro amincécido da parte constante  da
cadeis pesade & terming oo W codBo codificador oo Olbims
aminoécido da parte comstante ow seu fragmento, seguido de  um

ConddBm mem genhicdod

Piy wma comstruclo ode DNA gues codifics uma cadsia  leve

o sel Fraoments & conpresrcds

varidvel comnpresndends alisrnetivamenis regifiss  sstruturais =
Mipervarifveis; sends as referidas regifies hipesrvarifveis segusn—
cialmente CORLY, CORZ' e CDRIY, rujas ssgudncias de  aminodcidos
estdc apresentadas  em Seg.  Id. N2 2 comecands  esta  primeira
parhe oom own codfo codificador oo primeivo anincdoids do dominio
variavel & terminands com ww cocdfo codificador oo Glitimo  aminog—

cichy oo dominio varidvel =

By uma segunda parte gue codifica uma parts
constante da cadeia leve ou seuw fragmento gus comsca com wm cocd8o
codificador do primeiro aminofcide  da parte constante da cadeia
leve & termina  com um codfo codificador do Oltimo  aminodcidods

sarte constantes o sew fragmento sesuicdo oe um cod¥o sen sentico)

& EY & recuperacio de ume mnldculs activa de ligac8o o COD2E &

sartir da culturas



BE. - Processn para

MU SUE PSSO E

caracterizads pop

i
Ay
23]

i

LAfE

& preparacio de compns i o 8o

commereander bl

mistura de pelo mnenos una molécula de ligac8o a CDEE & pelo menns

uma molécula de ligac8Bo ao
e CDER

génin odi ferants

atbtivadas.

b

4

terizads por conprestcder ainds

108, - PFrocessso o

]

raedivindicac8o 9, carvactarizach

ser o anticorps quingrico CDIEB

antigénio comtra pelo BENos LN

sl &

S92, — Processo ode acords com s oreiv

aizn caracterishtics oe ofluwlas T

10

vidicac B -

i

; Cara
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FOLHA 5
(9 FOLHAS)

Figure 5

Sitios de restricdo
I 2 3
VETOR FRi fR2 R fRa VECTOR
Vector digerido/FR1-4 nos sftios de restrigdo 1, 2 e 3
Ligaf duplexes CDf de extremos
coesivos 1, 2 e 3.
COR1 & ____‘3—— COR2

+ T CDR3 J

_—m

CORI  FRZ CDRZ FRS  COR3 FR4 YECTOR
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