(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacao: PT 1888113 E

(51) Classificagdo Internacional:
CO7K 16/28 (2014.01) A61P 35/00(2014.01)
A61K 39/395 (2014.01)

(22) Data de pedido: 2006.05.25
(30) Prioridade(s): 2005.05.27 US 685149 P
(43) Data de publicagéo do pedido: 2008.02.20

(45) Data e BPI da concessdo: 2014.06.25
169/2014

(73) Titular(es):
BIOGEN IDEC MA INC.
14 CAMBRIDGE CENTER CAMBRIDGE, MA

02142 us
(72) Inventor(es):

ELLEN GARBER us
LINDA C. BURKLY us
ALEXEY LUGOVSKOY us

(74) Mandatario: A ;
ANTONIO INFANTE DA CAMARA TRIGUEIROS DE ARAGAO
RUA DO PATROCINIO, N¢ 94 1399-019 LISBOA PT

(54) Epigrafe: ANTICORPOS DE LIGAGAO A TWEAK

(57) Resumo:
SAO DESCRITOS ANTICORPOS ANTI-TWEAK.



RESUMO

“ANTICORPOS DE LIGAQAO A TWEAK”

Sao descritos anticorpos anti-Tweak.



DESCRICAO

“ANTICORPOS DE LIGAQAO A TWEAK”

ANTECEDENTES

As citocinas relacionadas com o factor de necrose tumoral
(TNF) sao uma superfamilia de proteinas que tém uma série de
fungdes, incluindo aquelas envolvidas na regulacdo imune e
regulacao da apoptose. 0O TWEAK (indutor fraco da apoptose

semelhante ao TNF) é um membro desta superfamilia.

SUMARIO

Os anticorpos anti-TWEAK podem ser utilizados para tratar
uma variedade de condicdes e disturbios, e. g., um disturbio
inflamatério, um disttirbio neuronal ou outro disturbio aqui
descrito. Quando utilizado para tratar um individuo humano, o
anticorpo €, de um modo preferido, um anticorpo humano,

humanizado ou de outro modo eficazmente humano.

Com base na divulgacdo que estd aqui contida, a presente
invencdo proporciona uma proteina isolada compreendendo uma
sequéncia do dominio varidvel da cadeia pesada de imunoglobulina
e uma sequéncia do dominio variavel da cadeia leve de
imunoglobulina que pode formar um sitio de ligacgao de antigénio
que se liga ao TIWEAK (indutor fraco da apoptose semelhante ao

TNF) humano, em que:



(a) a sequéncia do dominio varidavel da cadeia pesada da

proteina compreende as

complementaridade

CDRH1

GFTFSRYAMS

CDRH2

(CDR) :

seqguintes regides determinantes de

compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

(SEQ ID N°: 1);

compreendendo a sequéncia de aminodcidos:

EISSGGSYPYYPDTVTG (SEQ ID N°: 2); e

CDRH3

compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

VLYYDYDGDRIEVMDY (SEQ ID N°: 3);

(b) a sequéncia

do dominio wvariavel da cadeia leve da

proteina compreende as seguintes CDR:

compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

(SEQ ID N°: 8);

compreendendo a sequéncia de aminodcidos:

9); e

compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

CDRL1

RSSQSLVSSKGNTILH

CDRL2

KVSNREFS (SEQ ID N°:

CDRL3

SQSTHFPRT (SEQ ID N°: 10).

A presente 1invencao e as formas de realizacdo da mesma sao

explicitadas nas reivindicagdes anexas.

A proteina

anti-TWEAK".

é

também

aqui referida como "anticorpo



Numa forma de realizacao, o anticorpo ¢ um fragmento de

ligacao a antigénio de um anticorpo inteiro, e. g., um fragmento

Fab, F(ab')2, Fv ou Fv de cadeia simples. Tipicamente, o
anticorpo ¢é um anticorpo inteiro. O anticorpo pode ser um
anticorpo monoclonal ou um anticorpo mono-especifico. Por

exemplo, o anticorpo estd numa composicdo que inclui menos de
20 outras espécies de anticorpos anti-TWEAK, e. g., numa
composicdao que nao inclui outras espécies de anticorpos

anti-TWEAK.

O anticorpo pode ser eficazmente humano. Um anticorpo
"eficazmente humano" ¢é um anticorpo gque inclui um numero
suficiente de posicdes de aminodcidos humanas de tal forma que o
anticorpo nao desencadeia uma resposta i1imunogénica num humano
normal. De um modo preferido, a proteina nao induz uma resposta
de anticorpos de neutralizacao, e. g., a resposta de anticorpos
humanos anti-murideos (HAMA). A HAMA pode ser problemdatica num
numero de circunsténcias, e. g., se se pretende administrar os
anticorpos repetidamente, e. g., no tratamento de uma condicéo
patoldgica crdénica ou recorrente. Uma resposta HAMA pode tornar
a administracdo repetida de anticorpo potencialmente ineficaz

devido a uma maior eliminacdo do anticorpo a partir do soro

(ver, e. g., Saleh et al., Cancer Immunol. Immunother.,
32:180-190 (1990)) e também devido a potenciais reacgdes
alérgicas (ver, e. g., LoBuglio et al. (1986) Hybridoma,

5:5117-5123).

Por exemplo, o anticorpo pode ser um anticorpo humano,
humanizado, enxertado em CDR, quimérico, mutado, amadurecido por
afinidade, desimunizado, sintético ou gerado de outro modo
in vitro, e suas combinac¢cdes. Numa forma de realizacdo, o

anticorpo anti-TWEAK é um anticorpo humanizado.



As cadeias pesada e leve do anticorpo anti-TWEAK podem ser
substancialmente inteiras. A proteina pode incluir pelo menos
uma, e de um modo preferido duas, cadeias pesadas completas, e
pelo menos uma e, de um modo preferido, duas cadeias leves
completas) ou podem incluir um fragmento de ligagdo a antigénio
(e. g., um fragmento Fab, F(ab')2, Fv ou Fv de cadeia simples).
Ainda noutras formas de realizacadao, o anticorpo tem uma regiao
constante da cadeia pesada escolhida de, e. g., IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, IgM, IgAl, IgAZz, IgD e IgE; particularmente,
escolhida de, e. g., IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, mais
particularmente, IgGl (e. g., IgGl humana). Tipicamente, a
regidao constante da cadeia pesada é uma regido constante humana
ou uma forma modificada de uma regido constante humana. Noutra
forma de realizacdo, o anticorpo tem uma regidao constante da
cadeia leve escolhida de, e. g., kappa ou lambda,

particularmente, kappa (e. g., kappa humana).

A proteina pode incluir uma das seguintes sequéncias:

e DIVMTQTPLSLPVITPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSP
QLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 17)

e DIVMTQTPLSLPVIPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSP
QLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID N2: 18)

e DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWFQQRPGQSP
RRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 19)



DVVMTQSPLSLPVTLGQPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWFQQRPGQSP
RRLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne2: 20)

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSP
QLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne2: 21)

ou uma

quatro,

DIVMTQTPLSLSVITPGQPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQPP
QLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 22)

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSP
QLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 23)

DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSP
QOLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 24)

DIVMTQTPLSSPVTLGQPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWLQQORPGQPP
RLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
FPRT (SEQ ID Ne: 25)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQSLVSSKGNTYLHWYQQOKPGKAP
KLLIYKVSNRFSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCSOSTH
FPRT (SEQ ID N2: 26)

sequéncia que tem menos do que oito, sete, seis,

cinco,

trés ou duas alteracdes (e. g., substituicg¢des, insercdes

ou supressdes, e. g., substituicdes conservadoras

ou

uma



substituigcdo por um residuo de aminodcido numa posicgéao
correspondente no P2D10, huP2D10-L1 ou huP2D10-L2) . As
substituig¢des ilustrativas s&o numa das seguintes posicdes de
Kabat: 2, 4, 6, 35, 36, 38, 44, 47, 49, 62, 64-69, 85, 87, 98,
99, 101 e 102. As substituicdes podem, por exemplo, substituir
um ou mais aminodcidos do P2D10 pelas posicdes correspondentes
de uma regido estrutural, e. g., uma regido estrutural humana,
e. g., na FR2 (e. g., na posicdo 46 em relacdao a Phe de acordo
com a numerag¢ao consecutiva) e na FR3 (e. g., na posicao 87 em

relacao a Phe).

A proteina pode incluir uma das seguintes sequéncias no

dominio varidvel da cadeia pesada:

¢ QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQAPGQGLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVIMTRDTSISTAYMELSRLRSDDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 27)

¢ QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQAPGQRLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTITRDTSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N<2: 28)

* QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQATGQGLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTMTRNTSISTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N¢e: 29)

e QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQAPGQGLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 30)



QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKVSGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVIMTEDTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAT
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID Ne: 31)

OMQLVQSGAEVKKTGSSVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQAPGQALEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTITRDRSMSTAYMELSSLRSEDTAMYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 32)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQAPGQGLEWMG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N¢: 33)

OMQLVQSGPEVKKPGTSVKVSCKASGFTFSRYAMSWVRQARGORLEWIG
EISSGGSYPYYPDTVTGRVTITRDMSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAA
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 34)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVA
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID Ne¢: 35)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYYCAK
DVLYYDYDGDRIE (SEQ ID Ne: 36)

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWIRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N@2: 37)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVG
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDDSKNTLYLOMNSLKTEDTAVYYCTT
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N¢2: 38)



EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTALYHCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 39)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N<2: 40)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 41)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVA
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 42)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVA
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 43)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVA
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N¢: 44)

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVA
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 45)

EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNSLYLQMNSLRTEDTALYYCAK
DVLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 46)



® EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID Ne: 47)

® EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCTASGFTFSRYAMSWFRQAPGKGLEWVG
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDGSKSIAYLOMNSLKTEDTAVYYCTR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 48)

¢ EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEYVS
EISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNSKNTLYLQMGSLRAEDMAVYYCAR
VLYYDYDGDRIE (SEQ ID N2: 49)

ou uma seguéncia que tem menos do que oito, sete, seis, cinco,
quatro, trés ou duas alteracdes (e. g., substituicgdes, insercdes
ou supressoes, e. g., substituicdes conservadoras ou uma
substitui¢do por um residuo de aminodcido numa posicgéao
correspondente no P2D10). As substituicdes ilustrativas sdao numa
das seguintes posicdes de Kabat: 2, 4, 6, 25, 36, 37, 39, 47,
48, 93, 94, 103, 104, 106 e 107. As substituicdes podem, por
exemplo, substituir um ou mais aminodcidos do P2D10 pelas
posicdes correspondentes de uma regido estrutural, e. g., uma

regido estrutural humana.

Numa forma de realizacao, a regido estrutural da cadeia
pesada (e. g., FR1l, FR2, FR3, individualmente, ou uma sequéncia
abrangendo FR1, FR2, e FR3, mas excluindo as CDR) inclui uma
sequéncia de aminodcidos, a qual é pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a regido estrutural da
cadeia pesada de uma das seguintes sequéncias do segmento V da
linha germinal: DP-25, DP-1, DP-12, DP-9, DP-7, DP-31, DP-32,
DP-33, DP-58, DP-54, outra sequéncia da linha germinal do

subgrupo VH I, outra sequéncia da 1linha germinal do subgrupo



VH III, ou outro gene V que ¢é compativel com a estrutura
candénica da classe 1-3 (ver, e. g., Chothia et al., (1992)
J. Mol. Biol. 227:799-817; Tomlinson et al., (1992) J. Mol.
Biol. 227:776-798). Outras regides estruturais compativeis com a
estrutura canénica da classe 1-3 incluem regides estruturais com
um ou mais dos residuos seguintes de acordo com a numeracao de
Kabat: Ala, Gly, Thr ou Val na posicgcao 26; Gly na posicado 26;
Tyr, Phe ou Gly na posigcao 27; Phe, Val, 1Ile ou Leu na
posicado 29; Met, Ile, Leu, Val, Thr, Trp ou Ile na posicao 34;
Arg, Thr, Ala, Lys na posicao 94; Gly, Ser, Asn ou Asp na

posicado 54; e Arg na posicao 71.

Numa forma de realizacdo, a regidao estrutural da cadeia
leve (e. g., FR1l, FR2, FR3, individualmente, ou uma sequéncia
abrangendo as FR1, FR2 e FR3, mas excluindo as CDR) inclui uma
sequéncia de aminodcidos, a qual é pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a regido estrutural da
cadeia leve de uma sequéncia da linha germinal do subgrupo Vk II
ou uma das seguintes sequéncias do segmento V da linha germinal:
Al17, Al, Al8, A2, Al9/A3, A23, uma sequéncia da linha germinal
do subgrupo Vk I (e. g., uma sequéncia DPK9), ou outro gene V
que ¢é compativel com a estrutura candénica da classe 4-1 (ver,
e. g., Tomlinson et al., (1995) EMBO J. 14:4628). Outras regides
estruturais compativeis com a estrutura candnica da classe 4-1
incluem regides estruturais com um ou mais dos residuos
seguintes de acordo com a numeracao de Kabat: Val ou Leu ou Ile
na posigdo 2; Ser ou Pro na posicdao 25; 1Ile ou Leu na
posicao 27b; Gly na posicao 29; Phe ou Leu na posicao 33; e Phe
na posicado 71. Além disso, de acordo com a numeracao de Kabat, a

posicadao 48 pode ser Ile ou Val.
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Noutra forma de realizacdo, a regido estrutural da cadeia
leve (e. g., FR1l, FR2, FR3, individualmente, ou uma sequéncia
abrangendo as FR1, FR2, e FR3, mas excluindo as CDR) inclui uma
sequéncia de aminodcidos, a qual é pelo menos 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% ou mais idéntica a regido estrutural da
cadeia leve de uma sequéncia da linha germinal do subgrupo Vx I,

e. g., uma sequéncia DPK9.

Numa forma de realizacdo, a regido estrutural varidvel da
cadeia leve ou pesada (e. g., a regiao abrangendo pelo menos as
FR1, FR2, FR3 e, opcionalmente, FR4) pode ser escolhida de: (a)
uma regido estrutural wvaridvel da cadeia leve ou pesada
incluindo pelo menos 80%, 90%, 95% ou, de um modo preferido,
100% dos residuos de aminodcidos de wuma regido estrutural
varidvel da cadeia leve ou pesada humana, e. g., um residuo
estrutural varidvel da cadeia leve ou pesada de um anticorpo
humano maduro, uma sequéncia da linha germinal humana, uma
sequéncia consenso humana ou um anticorpo humano aqui descrito;
(b) uma regido estrutural varidvel da cadeia 1leve ou pesada
incluindo desde 20% a 80%, 40% a 60%, 60% a 90%, ou 70% a 95%
dos residuos de aminodcidos de uma regido estrutural varidvel da
cadeia leve ou pesada humana, e. g., um residuo estrutural
varidvel da cadeia leve ou pesada de um anticorpo humano maduro,
uma sequéncia da linha germinal humana, uma sequéncia consenso
humana; (c) uma regido estrutural nao humana (e. g., uma regiao
estrutural de roedor); ou (d) uma regido estrutural nao humana
que foi modificada, e. g., para remover determinantes
antigénicos ou citotéxicos, e. g., desimunizada ou parcialmente
humanizada. Numa forma de realizacdo, a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia pesada inclui residuos humanos ou residuos da
sequéncia consenso humana em uma ou mais das seguintes posicdes

(de um modo preferido pelo menos cinco, dez, doze ou todas): (na
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FR do dominio varidvel da cadeia leve) 4L, 35L, 36L, 38L, 43L,
441,, 58L, 46L, 62L, 63L, 64L, 65L, 66L, 67L, 68L, 69L, 70L, 71L,
73L, 85L, 87L, 98L, e/ou (na FR do dominio varidvel da cadeia
pesada) <2H, 4H, 24H, 36H, 37H, 39H, 43H, 45H, 49H, 58H, 60H,
67H, 68H, 69H, 70H, 73H, 74H, 75H, 78H, 91H, 92H, 93H e/ou 103H

(de acordo com a numeracao de Kabat).

Numa forma de realizacdo, um ou ambos os dominios varidveis
incluem posic¢cdes de aminodcidos na regido estrutural gque séao
provenientes de varias maneiras de um anticorpo murideo (e. g.,
P2D10) e um anticorpo humanizado (e. g., 56-84m e K107) ou
sequéncia da linha germinal. Por exemplo, o dominio wvariavel
incluird um numero de posicdes nas quais o aminodcido €& idéntico
ao anticorpo murideo e ao anticorpo humano (ou sequéncia da
linha germinal) porque os dois sao idénticos nessa posicao. Nas
restantes posicdes da regidao estrutural onde a muridea e humana
diferem, pelo menos 50, 60, 70, 80 ou 90% das posicdes do
dominio wvaridavel sao, de um modo preferido, idénticas ao
anticorpo humano (ou sequéncia da linha germinal), ao contrario
do murideo. Nenhuma, ou pelo menos uma, duas, trés ou quatro
dessas posicgdes estruturais remanescentes podem ser idénticas ao
anticorpo murideo, ao contrdrio do anticorpo humano. Por
exemplo, na FR1 da HC, uma ou duas dessas posic¢cdes podem ser
murideas; na FR2 da HC, uma ou duas dessas posicdes podem ser
murideas; na FR3, uma, duas, trés ou quatro dessas posicdes
podem ser murideas; na FR1 da LC, uma, duas, trés ou quatro
dessas posicgdes podem ser murideas; na FR2 da LC, uma ou duas
dessas posicgdes podem ser murideas; na FR3 da LC, uma ou duas

dessas posicdes podem ser murideas.

O anticorpo anti-TWEAK pode ser derivatizado ou ligado a

outra molécula funcional, e. g., outro péptido, proteina ou

12



composto. Por exemplo, o anticorpo pode ser funcionalmente
ligado (e. g., por acoplamento quimico, fusao genética,
associacgdo nado covalente ou de ouro modo) a uma ou mais de
outras entidades moleculares, tais como outro anticorpo (e. g.,
um anticorpo biespecifico ou multiespecifico), toxinas,
radioisdétopos, polimeros, agentes citotdxicos ou citostéaticos,

entre outros.

Noutro aspecto, a divulgacadao proporciona composicdes,
e. g., composicdes farmacéuticas, que incluem um transportador
farmaceuticamente aceitdvel e o anticorpo anti-Tweak aqui

descrito.

O anticorpo anti-TWEAK (e. g., uma composicao farmacéutica
do mesmo) é para ser administrado a um individuo que necessita
de uma terapia de anticorpo anti-TWEAK ou cuja condigdo seria
melhorada pelo anticorpo. Por exemplo, o anticorpo anti-TWEAK
pode ser administrado a um individuo que sofre ou estd em risco
de sofrer um disturbio inflamatdério, disturbio imunolédgico,
disturbio auto-imune, disturbio neuronal, um disturbio
neopldsico ou outro disturbio agqui descrito. Numa forma de
realizagao, um anticorpo anti-TWEAK aqui descrito ¢é para ser
utilizado no tratamento de um disturbio inflamatdério, disturbio
imunoldgico, disturbio auto-imune, disturbio neuronal, um

disturbio neopldsico ou outro disturbio aqui descrito.

Noutro caso, a divulgacao apresenta um método de tratamento
de um disturbio associado ao TWEAK, num individuo. O método
inclui: administrar ao individuo um anticorpo anti-TWEAK, numa
quantidade suficiente para tratar (e. g., melhorar ou prevenir)
o disturbio associado ao IWEAK. O anticorpo anti-TWEAK pode ser

administrado ao individuo, sozinho ou em associacdao com outras
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modalidades terapéuticas como aqui descritas. Num caso, ©
individuo ¢ um mamifero, e. g., um humano, e. g., um humano
possuindo um disturbio associado ao TWEAK, e. g., um disturbio
aqui divulgado. O anticorpo pode ser utilizado para melhorar um
ou mais sintomas desses disturbios. O termo "tratar" refere-se a
administracdo de uma terapia numa quantidade, maneira e/ou modo
eficaz para melhorar ou prevenir uma condigao, sintoma ou
parédmetro associado a um disturbio (e. g., um distirbio aqui
descrito) ou para prevenir o inicio, progressao ou exacerbacao
do disturbio, num grau estatisticamente significativo ou num
grau detectavel para um especialista na técnica. Por
conseguinte, o tratamento pode conseguir vantagens terapéuticas
e/ou profilédcticas. Uma quantidade, maneira ou modo eficaz pode
variar dependendo do individuo e pode ser adaptada ao individuo.
Num caso, um anticorpo anti-TWEAK aqui descrito é utilizado para
a preparacao de um medicamento para o tratamento de um disturbio

associado ao TWEAK.

A divulgagdo apresenta um método de modulagao da interaccéao
entre o TWEAK e uma proteina receptora de TWEAK. Por exemplo, um
anticorpo anti-TWEAK pode ser utilizado para reduzir ou inibir a
ligagado, entre o TWEAK e um receptor de ITWEAK, tal como o Fnl4.
0 método compreende pdér o TWEAK ou um complexo que contém TWEAK
em contacto com o anticorpo. O método pode ser utilizado em
células in vitro e. g., em cultura, e. g., 1in vitro ou ex Vvivo.
Por exemplo, células que expressam o0 receptor de TWEAK podem ser
cultivadas in vitro em meio de cultura e o passo de colocagao em
contacto pode ser efectuado adicionando um anticorpo anti-TWEAK
ao meio de cultura. Alternativamente, 0o método pode ser
realizado em células presentes num individuo, e. g., como parte
de um protocolo in vivo (e. g., terapéutico ou profildactico).

Por exemplo, o anticorpo anti-TWEAK pode ser administrado por
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via local ou sistémica. Num caso, um anticorpo anti-TWEAK aqui
descrito € wutilizado para a preparacao de um medicamento para
modular a interaccdo entre o TWEAK e uma proteina receptora de

TWEAK.

0O método pode incluir pdr o TIWEAK em contacto com O
complexo receptor de TWEAK, ou sua subunidade, sob condigdes que
permitem uma interaccdo entre o TWEAK e o complexo receptor de
TWEAK, ou sua subunidade, para desse modo formar uma mistura
TWEAK/receptor de TWEAK. Em geral, o anticorpo anti-TWEAK é
proporcionado numa gquantidade eficaz, e. g., para que ao pdr a
mistura TWEAK/receptor de TWEAK em contacto com o anticorpo
anti-TWEAK module, e. g., interfira com (e. g., iniba, Dbloqueie
ou, de outro modo, reduza) a interaccdo entre o TWEAK e a

proteina receptora ou, pelo menos, uma fungdao do TWEAK, e. g.,

sinalizacdo mediada pelo TWEAK.

A divulgacgao também apresenta acidos nucleicos
compreendendo sequéncias de nucledtidos, os quails codificam
regides varidveis das cadeias pesada e leve dos anticorpos
anti-TWEAK, e. g., como aqui descritos. Por exemplo, a
divulgagdo apresenta um primeiro e segundo &cido nucleico que
codifica regides varidveis das cadeias pesada e leve,
respectivamente, do P2D10. Noutro caso, a divulgacao apresenta
células hospedeiras e vectores contendo os adcidos nucleicos aqui

descritos.

A divulgacao também apresenta o epitopo de TWEAK, e. g.,
TWEAK humano, reconhecido pelo P2D10 e proteinas capazes de
interagir com o epitopo. Por exemplo, as proteinas e péptidos
gque incluem o epitopo podem ser wutilizados para gerar ou

pesquisar outros compostos de ligagcdao gque interagem com O
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epitopo, e. g., proteinas, tais como anticorpos ou moléculas
pequenas. Por exemplo, um péptido que inclui o epitopo pode ser
utilizado como um imunogénio ou como um alvo para pesguisar uma
biblioteca de expressao. Também se pode avaliar os compostos
quanto a sua aptiddo para interagir com o péptido ou, por
mapeamento ou determinacdo da estrutura, avaliar os compostos
quanto a sua aptiddo para interagir com o epitopo, e. g., no
contexto de um IWEAK maduro. Uma avaliagadao ilustrativa inclui
determinar se o composto pode interagir com o TWEAK na presencga

de um anticorpo P2D10 de competicao.

Sao também divulgados métodos para administrar ou
direccionar um agente, e. g., um agente terapéutico (incluindo
um agente genético) ou citotdxico, com um anticorpo anti-TWEAK
(e. g., P2D10 ou outro anticorpo aqui descrito) para uma célula

ou estrutura que expressa TWEAK in vivo.

Como aqui utilizado, o termo "anticorpo" refere-se a uma
proteina gque inclui pelo menos uma regido variavel de
imunoglobulina, e. g., uma sequéncia de aminoacidos que
proporciona um dominio varidvel de imunoglobulina ou uma
sequéncia do dominio varidvel de imunoglobulina. Por exemplo, um
anticorpo pode incluir uma regido varidvel da cadeia pesada (H)
(aqui abreviada como VH), e uma regido varidvel da cadeia
leve (L) (agqui abreviada como VL). Noutro exemplo, um anticorpo
inclui duas regides varidveis da cadeia pesada (H) e duas
regides varidveis da <cadeia leve (L). O termo "anticorpo"
abrange fragmentos de ligacdao a antigénio dos anticorpos (e. g.,
anticorpos de cadeia simples, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'),,
fragmentos Fd, fragmentos Fv e fragmentos dADb) bem como
anticorpos inteiros, e. g., imunoglobulinas inteiras dos tipos

Igd, IgG (e. g., IgGl, IgGz, 1IgG3, IgG4), IgE, IgDh, IgM (bem
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como subtipos das mesmas). A expressadao "anticorpo inteiro"
refere-se a um anticorpo possuindo pelo menos 96% do comprimento
de um anticorpo natural que é processado para remover quaisquer
sequéncias sinal. Um anticorpo inteiro pode incluir o)
comprimento total do anticorpo natural, e. g., o8 residuos do
residuo amino terminal de um anticorpo natural (e. g., uma IgGl,

IgG2, IgG3, IgG4) até ao seu residuo carboxilo terminal.

Uma "sequéncia do dominio wvariavel de imunoglobulina"
refere-se a uma sequéncia de aminodcidos que pode formar a
estrutura de um dominio varidvel de imunoglobulina. Por exemplo,
a sequéncia pode incluir a totalidade ou parte da sequéncia de
aminodcidos de um dominio varidavel natural. Por exemplo, a
sequéncia pode, ou nao, incluir um, dois ou mais aminodcidos
N- ou C-terminais, ou pode incluir outras alteracdes gue sao

compativeis com a formacao da estrutura da proteina.

Uma "composigcdo isolada" refere-se a uma composicao que é
retirada de pelo menos 90% de, pelo menos, uma componente de uma
amostra natural a partir da qual a composicao isolada pode ser
obtida. As composicgdes produzidas artificial ou naturalmente
podem ser "composicgdes de pelo menos"™ um certo grau de pureza se
a espécie ou populacao da espécie de interesse é pelo menos 5,
10, 25, 50, 75, 80, 90, 95, 98 ou 99% pura numa base de

peso-peso.

Um "epitopo" refere-se ao sitio num composto alvo que é
ligado por um anticorpo. No caso de o composto alvo ser uma
proteina, por exemplo, um epitopo  pode referir-se aos
aminodcidos (particularmente cadeias laterais de aminoacidos)

que sao ligados pelo anticorpo. Os epitopos sobrepostos incluem
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pelo menos um residuo de aminodcido comum, e. g., pelo menos 2,

3, 4 ou 5 residuos de aminodcidos comuns.

Como aqui utilizado, a expressao "hibridiza sob condigdes
de baixa estringéncia, estringéncia média, alta estringéncia, ou
estringéncia muito alta" descreve condigdes de hibridizacao e
lavagem. Orientacgdes para realizar reacgdes de hibridizacao
podem ser encontradas em Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons, N.I. (1989), 6.3.1-6.3.6. A esse respeito
encontram-se descritos, e podem ser utilizados, métodos aquosos
e nao aquosos. As condigdes de hibridizacdo especificas aqui
referidas sdao como se segue: 1) condigcdes de hibridizacao de
baixa estringéncia em cloreto de sédio/citrato de sdédio
6X (SSC), a «cerca de 45 °C, seguida de duas lavagens em
SsSC 0,2X, 0,1 % de SDS pelo menos a 50 °C (a temperatura das
lavagens pode ser aumentada até 55 °C para condigdes de baixa
estringéncia); 2) condigdes de hibridizacdo de estringéncia
média em SSC 6X, a cerca de 45 °C, seguida de uma ou mais
lavagens em SSC 0,2X, 0,1 % de SDS a 60 °C; 3) condicgdes de
hibridizacao de alta estringéncia em SSC 6X, a cerca de 45 °C,
seguida de uma ou mais lavagens em SSC 0,2X, 0,1% de S8SDS, a
65 °C; e de um modo preferido 4) condigcdes de hibridizacado de
estringéncia muito alta sdo fosfato de sdédio 0,5M, 7% de SDS, a
65 °C, seguida de uma ou mais lavagens a SSC 0,2X, 1% de SDS, a
65 °C. As condigdes de alta estringéncia (3) sao as condigdes
preferidas e aquelas que devem ser utilizadas, salvo

especificacdo em contrdario.

Um "disturbio associado a TIWEAK" é qualquer disturbio no
qual o TWEAK contribui para a etiologia ou um disturbio cuja
condicao, sintomas ou ©risco de inicio ¢é modificado pelo

fornecimento de um agente bloqueador de TWEAK.
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Salvo indicacdo em contrario, todos os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que
geralmente entendidos por um técnico médio na matéria a qual
pertence esta invencado. Embora possam ser utilizados métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aqueles aqui descritos na
pratica ou testes aqui descritos, os métodos e materiais
adequados sao descritos abaixo. Além disso, as formas de
realizacdo da invencdo descritas em relacdo as CDR de Chothia

podem ser também implementadas utilizando CDR de Kabat.

No caso de conflito, a presente descricao, incluindo
definic¢des, prevalece. Além disso, o0s materiais, métodos e
exemplos sao apenas ilustrativos e nao pretendem ser

limitativos.

DESCRIQAO DETALHADA

O P2D10 é um anticorpo murideo ilustrativo que se 1liga
especificamente ao TWEAK humano e inibe a funcdo do TWEAK. Séo
também divulgadas variantes do anticorpo P2D10, incluindo
variantes humanizadas ilustrativas. Estes anticorpos, outros
anticorpos anti-TWEAK e outros agentes Dbloqueadores de TWEAK
podem ser utilizados para tratar ou prevenir disturbios mediados
por TIWEAK, e. g., disturbios inflamatdérios e outros disturbios

aqui divulgados.
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Anticorpos Anti-TWEAK

Esta divulgacao inclui as sequéncias de exemplos
especificos de anticorpos anti-TWEAK, tais como P2D10, huP2D10-1
e huP2D10-2. Os anticorpos particulares, tais como estes, podem
ser produzidos, por exemplo, preparando e expressando genes
sintéticos que codificam as sequéncias de aminodacidos
especificadas ou mutando genes da linha germinal humana para
proporcionar um gene que codifica as sequéncias de aminodcidos
especificadas. Além do mais, estes anticorpos e outros
anticorpos anti-TWEAK podem ser produzidos, e. g., utilizando um

ou mais dos seguintes métodos.

Estdo disponiveis numerosos métodos para obter anticorpos,
particularmente anticorpos humanos. Um método ilustrativo inclui
a pesquisa de bibliotecas de expressao de proteinas, e. g.,
bibliotecas de apresentacgdo em fago ou ribossoma. A apresentacao
em fagos é descrita, por exemplo, nos documentos U.S. 5223409;
Smith (1985) Science 228:1315-1317; documentos W092/18619;
W091/17271; W092/20791; W092/15679; W093/01288; W092/01047;
W092/09690; e WO090/02809. A apresentacdo de Fab em fagos ¢é
descrita, e. g., nas Pat. U.S. n° 5658727; 5667988; e 5885793.

Além da utilizacdo de bibliotecas de apresentacao podem ser
utilizados outros métodos para obter um anticorpo de ligagao a
TWEAK. Por exemplo, a proteina TWEAK ou um péptido da mesma pode
ser utilizada como um antigénio num animal nao humano, e. g., um

roedor, e. g., um ratinho, hamster ou rato.

O animal nao humano inclui pelo menos uma parte de um gene
da imunoglobulina humana. Por exemplo, € possivel manipular

estirpes de ratinhos deficientes em termos de produgao de
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anticorpos de ratinho com fragmentos grandes dos loci de Ig
humana. Utilizando a tecnologia de hibridoma podem  ser
produzidos e seleccionados anticorpos monoclonais especificos
para antigénios derivados dos genes com a especificidade
desejada. Ver, e. g., XENOMOUSE™, Green et al., (1994) Nature
Genetics 7:13-21, documentos U.S. 2003-0070185, W096/34096 e
W096/33735.

Noutro caso, um anticorpo monoclonal & obtido do animal nao
humano e, em sequida, modificado, e. g., humanizado ou
desimunizado. Winter descreve um método de enxerto de CDR
ilustrativo que pode ser utilizado para preparar o0s anticorpos
humanizados aqui descritos (documento U.S. 5225539). Todas ou
algumas das CDR de um anticorpo particular humano podem estar
substituidas com pelo menos uma porgado de um anticorpo nao
humano. Pode ser apenas necessario substituir as CDR necessarias
para ligacdo ou o8 determinantes de ligacado dessas CDR para

chegar a um anticorpo humanizado util que se liga a TWEAK.

Os anticorpos humanizados podem ser gerados substituindo
sequéncias da regido varidvel de Fv que ndo estdo directamente
envolvidas na ligacdao ao antigénio por sequéncias equivalentes
de regides varidveis de Fv humano. Os métodos gerais para gerar
anticorpos humanizados sao proporcionados por Morrison, S. L.
(1985) Science 229:1202-1207, por 0i et al. (1986) BioTechniques
4:214, e pelos documentos US 5585089; US 5693761; US 5693762;
US 5859205; e US 6407213. Aqueles métodos incluem o isolamento,
manipulacdo e expressao das sequéncias de &cidos nucleicos que
codificam a totalidade ou parte das regibdes varidveis de Fv de
imunoglobulina de pelo menos uma de uma cadeila pesada ou leve.
As fontes de tais 4dcidos nucleicos sao bem conhecidas dos

especialistas na técnica e, por exemplo, podem ser obtidas a
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partir de um hibridoma gque produz um anticorpo contra um alvo
predeterminado, como descrito acima, a partir de genes de
imunoglobulina da linha germinal ou de construg¢des sintéticas. O
ADN recombinante que codifica o anticorpo humanizado pode ser

depois clonado num vector de expressdao apropriado.

As sequéncias das linhas germinais humanas sao divulgadas,
por exemplo, em Tomlinson, I.A. et al., (1992) J. Mol. Biol.
227:776-798; Cook, G. P. et al., (1995) Immunol. Today
16:237-242; Chothia, D. et al., (1992) J. Mol. Bio. 227:799-817;
e Tomlinson et al. (1995) EMBO J 14:4628-4638. O directério V
BASE proporciona uma lista compreensiva de sequéncias de regides
varidveis de imunoglobulina humana (compilada por Tomlinson,
I.A. et al., MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK).
Estas sequéncias podem ser wutilizadas como uma fonte de
sequéncias humanas, e. g., para regides estruturais e CDR. Podem
ser também utilizadas regides estruturais humanas consenso,

e. g., como descritas na Pat. U.S. n° 6300064.

Um anticorpo de ligacdo a TWEAK nao humano pode ser também
modificado por supressao especifica de epitopos de células T
humanas ou "desimunizacao" pelos métodos divulgados nos
documentos W098/52976 e WO00/34317. Resumidamente, as regides
varidveis das cadeias pesada e leve de um anticorpo podem ser
analisadas em relacdo a péptidos que se ligam ao MHC de
Classe II; estes péptidos representam epitopos potenciais de
células T (como definido nos documentos w098/52976 e
WO00/34317). Para deteccdo dos epitopos potenciais de células T
pode ser aplicada uma abordagem de modelacdo por computador
designada "atravessamento de péptidos" e, além disso, pode
pesquisar—-se uma base de dados de péptidos de ligagdo de MHC de

classe II humanos em relacdo a motivos presentes nas sequéncias
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Vg e V,, como descrito nos documentos W098/52976 e WO00/34317.
Estes motivos ligam-se a qualquer um dos 18 aldétipos DR
principais do MHC de <classe 1II, e, desse modo, constituem
epitopos potenciais de células T. Os epitopos potenciais de
células T detectados podem ser eliminados substituindo um
pequeno numero de residuos de aminodcidos das regides varidveis
ou, de um modo preferido, por substituigdes de aminodcidos
simples. Tanto quanto possivel sao feitas substituicdes
conservadoras. Frequentemente, mas nao exclusivamente, pode ser
utilizado um aminocdcido comum a uma posicdo nas sequéncias de
anticorpos da linha germinal humana. Depois de terem sido
identificadas as alteracdes de desimunizacao, 0s acidos
nucleicos que codificam Vy e V; podem ser construidos por
mutagénese ou outros métodos de sintese (e. g., sintese de novo,
substituicdo de cassete, e assim por diante). Uma sequéncia
varidavel mutada pode ser, opcionalmente, fundida com uma regido
constante humana, e. g., regides constantes da IgGl humana ou

kappa.

Nalguns casos, um epitopo potencial de células T incluira
residuos que sao conhecidos como sendo, ou gue se prevé que
sejam, 1mportantes para o funcionamento do anticorpo. Por
exemplo, 0s epitopos potenciais de células T apresentam
geralmente desvios na direccdao das CDR. Além disso, o0s epitopos
potenciais de células T podem ocorrer em residuos estruturais
importantes para a estrutura e ligacao de anticorpos. Nalguns
casos, as alteracgdes para eliminar estes epitopos potenciais
exigirdao mais estudos, e. g., preparando e testando cadeias com
e sem a alteragdo. Quando possivel, os epitopos potenciais de
células T que se sobrepdem com CDR podem ser eliminados por
substituig¢des fora das CDR. Nalguns casos, uma alteragdao dentro

de uma CDR é a unica opgao e, desse modo, podem ser testadas
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variantes <com e sem esta substituicdo. Noutros casos, a
substituigdo necessdria para remover um epitopo potencial de
células T estd numa posicdo de residuo dentro da regido
estrutural que pode ser critica para ligacdao do anticorpo.
Nestes casos sdo testadas variantes com e sem esta substituicéao.
Assim, nalguns casos sao concebidas varias variantes
desimunizadas das regibdes varidveis das cadeias pesada e leve e
sdo testadas varias combinacdes da cadeia ©pesada/leve para
identificar o anticorpo desimunizado dptimo. A escolha do
anticorpo desimunizado final pode ser depois feita considerando
a afinidade de ligagdo das véarias variantes em conjunto com o
grau de desimunizacao, em particular, o nuUmero de epitopos
potenciais de células T gque permanecem na regido varidvel. A
desimunizacao pode ser utilizada para modificar qualquer
anticorpo, e. g., um anticorpo gque inclui uma sequéncia nao
humana, e. g., um anticorpo sintético, um anticorpo murideo
outro anticorpo monoclonal nao humano ou um anticorpo isolado de

uma biblioteca de apresentacao.

Podem ser também utilizados outros métodos para humanizar
anticorpos. Por exemplo, outros métodos podem contribuir para a
estrutura tridimensional do anticorpo, posicgdes estruturais gue
estdao em proximidade tridimensional com o0s determinantes de
ligacdo e sequéncias peptidicas imunogénicas. Ver, e. g., O
documento W090/07861; Pat. U.S. n° 5693762; 5 693761; 5585 089;
5530101; e 6407213; Tempest et al., (1991) Biotechnology
9:266-271. Ainda outro método é designado "engenharia
de humanizacgao" e é descrito, por exemplo, no documento

U.s. 2005-008625.

O anticorpo pode incluir uma regido Fc¢ humana, e. g., uma

regido Fc de tipo selvagem ou uma regido Fc que inclui uma ou
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mais alteracgdes. Numa forma de realizacdo, a regido constante é
alterada, e. g., mutada, para modificar as propriedades do
anticorpo (e. g., para aumentar ou diminuir uma ou mais de:
ligacao ao receptor de Fc, glicosilacdao do anticorpo, o numero
de residuos de cisteina, funcado efectora celular ou funcao do
complemento). Por exemplo, a regido constante de IgGl humana
pode ser mutada em um ou mais residuos, e. g., um ou mais dos
residuos 234 e 237. 0Os anticorpos podem ter mutacgdes na regiao
CH2 da cadeia pesada que reduzem ou alteram a funcdo efectora,
e. g., ligacdao ao receptor de Fc e activacgcao do complemento. Por
exemplo, o0s anticorpos podem ter mutagdes, tais como aguelas
descritas na Patente U.S. n° 5624821 e 5648260. 0Os anticorpos
podem ter também mutacgdes que estabilizam a ligacgadao dissulfureto
entre as duas cadeias pesadas de uma imunoglobulina, tais como
mutagdes na regido charneira de IgG4, como divulgadas na técnica
(e. 9., Angal et al., (1993) Mol. Immunol. 30:105-08). Ver
também, e. g., documento U.S. 2005-0037000.

Maturagdo por Afinidade. Num caso, um anticorpo anti-TWEAK
¢ modificado, e. g., por mutagénese, para proporcionar um
conjunto de anticorpos modificados. Os anticorpos modificados
sao, em seguida, avaliados para identificar um ou mais
anticorpos que tém propriedades funcionais alteradas (e. g.,
melhor 1ligagdo, melhor estabilidade, menor antigenicidade ou
maior estabilidade in vivo). Numa implementacdo ¢é wutilizada
tecnologia de bibliotecas de apresentacdo para seleccionar ou
pesguisar o conjunto de anticorpos modificados. Os anticorpos de
maior afinidade s&o, em seguida, identificados a partir de uma
segunda biblioteca, e. g., utilizando maior estringéncia ou
condicdes de 1ligacdao e lavagem mais competitivas. Podem ser

também utilizadas outras técnicas de pesquisa.
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Nalgumas implementacdes, a mutagénese & dirigida a regides
que se sabe que estdao, ou estdo provavelmente, na interface de
ligacao. Se, por exemplo, as proteinas de ligacao identificadas
sdao anticorpos, entdo a mutagénese pode ser dirigida para as
regides CDR das cadeias pesadas ou leves como aqui descrito.
Além disso, a mutagénese pode ser dirigida a regides estruturais
proximas ou adjacentes as CDR, e. g., regides estruturais,
particularmente dentro de 10, 5 ou 3 aminocdcidos de uma unido de
CDR. No <caso de anticorpos, a mutagénese pode ser também
limitada a uma ou algumas das CDR, e. g., para introduzir

melhorias passo a passo.

Num caso, a mutagénese ¢ utilizada para tornar um anticorpo
mais semelhante a uma ou mais sequéncias da linha germinal. Um
método de linha germinal ilustrativo pode incluir: identificar
uma ou mais sequéncias da linha germinal gque sao semelhantes
(e. g., muito semelhantes numa base de dados particular) a
sequéncia do anticorpo isolado. Em seguida podem ser feitas
mutagdes (ao nivel dos aminodcidos) no anticorpo isolado,
incrementalmente, em combinacgao, ou ambos. Por exemplo, é
preparada uma Dbiblioteca de Acidos nucleicos que inclui
sequéncias que codificam algumas ou todas as mutacgdes possiveis
da linha germinal. Os anticorpos mutados sdao depois avaliados,
e. g., para identificar um anticorpo que tem um ou mais residuos
de linha germinal adicionais relativamente ao anticorpo isolado
e que ainda ¢é util (e. g., tem uma actividade funcional). Num
caso, num anticorpo isolado sao introduzidos tantos residuos de

linha germinal gquanto possivel.

Num caso, a mutagénese ¢é utilizada para substituir ou
inserir um ou mais residuos de linha germinal numa regido CDR.

Por exemplo, o residuo de CDR da linha germinal pode ser de uma
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sequéncia da linha germinal que ¢é semelhante (e. g., muito
semelhante) & regido varidvel a ser modificada. Apds mutagénese,
a actividade (e. g., ligacdo ou outra actividade funcional) do
anticorpo pode ser avaliada para determinar se o residuo ou
residuos de linha germinal sdo tolerados. Pode realizar-se

mutagénese semelhante nas regides estruturais.

A selecgdao de uma sequéncia da linha germinal pode ser
realizada de véarios modos. Por exemplo, uma sequéncia da linha
germinal pode ser seleccionada se preencher critérios
predeterminados quanto a selectividade ou semelhanca, e. g.,
pelo menos uma certa percentagem identidade, e. g., pelo menos
75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou 99,5% de
identidade, relativamente ao anticorpo nao humano dador. A
selecgdo pode ser realizada utilizando pelo menos 2, 3, 5 ou
10 sequéncias da 1linha germinal. No caso das CDR1 e CDR2, a
identificacdo de uma sequéncia de linha germinal semelhante pode
incluir a selecgcao de uma tal sequéncia. No caso da CDR3, a
identificacdo de uma sequéncia de linha germinal semelhante pode
incluir a selecgcdao de uma tal sequéncia, mas pode incluir a
utilizagao de duas sequéncias da linha germinal gque contribuem
separadamente para a porg¢ao amino-terminal e para a porcgao
carboxi-terminal. Noutras implementac¢des sao utilizados mais do
que uma ou duas sequéncias da linha germinal, e. g., para formar

uma sequéncia consenso.

Noutros casos, O anticorpo pode ser modificado para ter um
padrao de glicosilacao alterado (i. e., alterado em relacao ao
padrdo de glicosilagdo original ou nativo). Como utilizado neste
contexto, "alterado" significa possuir uma ou mais unidades de
hidrato de carbono suprimidas e/ou possuir um ou mais sitios de

glicosilagcdo adicionados ao anticorpo original. A adicao de
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sitios de glicosilacdao aos anticorpos presentemente divulgados
pode ser conseguida alterando a sequéncia de aminodcidos para
conter sequéncias consenso de sitio de glicosilacao; estas
técnicas sao bem conhecidas na matéria. Outros meios para
aumentar o numero de unidades de hidrato de carbono nos
anticorpos sdo por acoplamento guimico ou enzimdtico de
glicésidos aos residuos de aminodcidos do anticorpo. Estes
métodos sao descritos, e. g., no documento WO87/05330, e Aplin e
Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem. 22:259-306. A remocado de
quaisquer unidades de hidrato de carbono presentes nos
anticorpos pode ser conseguida quimica ou enzimaticamente como
descrito na técnica (Hakimuddin et al., (1987) Arch. Biochem.
Biophys. 259:52; Edge et al., (1981) Anal. Biochem. 118:131; e
Thotakura et al., (1987) Meth. Enzymol. 138:350). Ver, e. g.,
Pat. U.S. n° 5869046 para uma modificac¢dao que aumenta a semivida
in vivo proporcionando um epitopo de 1ligacao ao receptor de

salvamento.

Num caso, um anticorpo tem sequéncias de CDR que diferem
apenas 1insubstancialmente daquelas do P2D10. As diferencas
insubstanciais incluem alterag¢des menores de aminodcidos, tais
como substituigcdes de 1 ou 2 de qualquer um de, tipicamente,
5-7 aminodcidos na sequéncia de uma CDR, e. g., uma CDR de
Chothia ou Kabat. Tipicamente, um aminocdcido € substituido por
um aminodcido relacionado que tem caracteristicas de carga,
hidréfobas ou estereoquimicas semelhantes. Tais substituicgdes
estariam dentro da pericia de um especialista. Ao contrario das
CDR, podem ser feitas alteracdes mais substanciais nas regides
estruturais (FR) sem afectar desfavoravelmente as propriedades
de ligacdo de um anticorpo. As alteragdes as FR incluem, mas néao
estdo limitadas &, humanizacdo de uma regido estrutural de

origem nao humana ou manipulacdo de certos residuos estruturais
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que sdo 1mportantes para contacto com o antigénio ou para
estabilizacdo do sitio de 1ligacao, e. g., mudando a classe ou
subclasse da regido constante, mudando residuos de aminodcidos
especificos que podem alterar uma funcdo efectora, tal como a
ligacdo ao receptor de Fc (Lund et al., (1991) J. Immun.
147:2657-62; Morgan et al., (1995) Immunology 86:319-24), ou

mudando a espécie da qual a regido constante é proveniente.

Os anticorpos anti-TWEAK podem estar na forma de anticorpos
inteiros, ou na forma de fragmentos de anticorpos, e. g.,
fragmentos Fab, F(ab'),, Fd, dAb e scFv. As formas adicionais
incluem wuma proteina que inclui um Unico dominio variavel,
e. g., um dominio de camelo ou camelizado. Ver, e. g., documento
U.S. 2005-0079574 e Davies et al., (1996) Protein Eng.
9(6):531-7.

Produgdo do Anticorpo. Alguns anticorpos, e. g., Fab, podem
ser produzidos em células Dbacterianas, e. g., células de
E. coli. Os anticorpos podem ser também produzidos em células
eucaridéticas. Numa forma de realizacao, os anticorpos (e. g.,
scFv) sao expressos numa célula de levedura, tal como Pichia
(ver, e. g., Powers et al., (2001) J Immunol Methods.

251:123-35), Hanseula ou Saccharomyces.

Numa forma de realizacgcdao preferida, os anticorpos sao
produzidos em células de mamiferos. As células hospedeiras de
mamifero ilustrativas para expressar um anticorpo incluem Ovéario
de Hamster Chinés (células CHO) (incluindo as células CHO dhfr,
descritas em Urlaub e Chasin (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216-4220, wutilizadas com um marcador selecciondvel DHFR,
e. g., como descrito em Kaufman e Sharp (1982) Mol. Biol.

159:601-621), 1linhas de células linfociticas, e. g., células de
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mieloma NSO e células SP2, células COS e uma célula de um animal
transgénico, e. g., um mamifero transgénico. Por exemplo, a

célula é uma célula epitelial maméaria.

Além da sequéncia de &acido nucleico que codifica o dominio
de imunoglobulina diversificado, os vectores de expressao
recombinantes podem ter sequéncias adicionais, tais como
sequéncias que regulam a replicagcdao do vector nas células
hospedeiras (e. g., origens de replicacdao) e genes marcadores
seleccionéaveis. O gene marcador seleccionéavel facilita a
seleccdo das células hospedeiras no gqual foi introduzido o
vector (ver e. g., Pat. U.S. n° 4399216, 4634665 e 5179017). Por
exemplo, tipicamente o gene marcador selecciondavel confere
resisténcia a farmacos, tal Como G418, higromicina ou
metotrexato, numa célula hospedeira na qual foi inserido o

vector.

Num sistema ilustrativo para expressao do anticorpo, um
vector de expressao recombinante que codifica a cadeia pesada do
anticorpo e a cadeia leve do anticorpo é introduzido nas células
CHO dhfr por transfecgdo mediada com fosfato de cdlcio. No
vector de expressao recombinante, o0s genes da cadeia pesada e
leve do anticorpo séo, cada, operacionalmente ligados a
elementos reguladores intensificadores/promotores (e. g.,
derivados de SV40, CMV, adenovirus e semelhantes, tal como um
elemento regulador intensificador de CMV/promotor de AdJMLP ou um
elemento regulador intensificador de SV40/promotor de AdMLP)
para estimular niveis altos de transcricao dos genes. O vector
de expressao recombinante tem também um gene de DHFR, o qual
permite a seleccdo de células CHO que foram transfectadas com o
vector utilizando seleccdo/amplificacdo de metotrexato. As

células hospedeiras transformantes seleccionadas sao cultivadas
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para permitir a expressao das cadeias pesada e leve do anticorpo
e o anticorpo é recuperado a partir do meio de cultura. Sao
utilizadas técnicas de biologia molecular padrao para preparar O
vector de expressao recombinante, transfectar as células
hospedeiras, seleccionar os transformantes, cultivar as células
hospedeiras e recuperar o anticorpo do meio de cultura. Por
exemplo, alguns anticorpos podem ser isolados por cromatografia

de afinidade com uma matriz acoplada a proteina A ou Proteina G.

Para os anticorpos que incluem um dominio Fc, o sistema de
produgcdo de anticorpo sintetiza, de um modo preferido,
anticorpos nos quais a regido Fc estda glicosilada. Por exemplo,
o dominio Fc de moléculas de IgG estd glicosilado na
asparagina 297 no dominio CH2. Esta asparagina é o sitio para
modificar com oligossacdridos de tipo biantenal. Foi demonstrado
que esta glicosilacdo ¢é necessdaria para as funcdes efectoras
mediadas pelos receptores Fcy e complemento Clg (Burton e Woof
(1992) Adv. Immunol. 51:1-84; Jefferis et al., (1998) Immunol.
Rev. 163:59-76). Numa forma de realizacdo, o dominio Fc &
produzido num sistema de expressao mamifero que glicosila
apropriadamente o residuo correspondente a asparagina 297. O
dominio Fc ou outra regido do anticorpo pode incluir também

outras modificacgdes pbds-traducgcdo eucaridticas.

Os anticorpos podem ser também produzidos por um animal
transgénico. Por exemplo, a Pat. U.S. n°® 5849992 descreve um
método de expressdo de um anticorpo na glandula mamdaria de um
mamifero transgénico. E construido um transgene que inclui um
promotor especifico para o leite e 4dcidos nucleicos que
codificam o anticorpo de interesse e uma sequéncia sinal para
secrecdao. O leite produzido pelas fémeas desses mamiferos

transgénicos inclui, segregado no mesmo, o anticorpo de
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interesse. 0O anticorpo pode ser purificado do leite, ou para

algumas aplicacgdes, utilizado directamente.

Caracterizacao

As propriedades de 1ligacdao de um anticorpo podem ser
medidas por qualquer método corrente, e. g., um dos seguintes
métodos: andlise BIACORE™, Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica
(ELISA), Transferéncia de Energia por Ressonédncia de
Fluorescéncia (FRET), «cristalografia de raios X, andlise de
sequéncia e mutagénese de varrimento. A aptidao de uma proteina
para inibir uma ou mais actividades do TWEAK pode ser avaliada
in vitro ou num modelo animal de um disturbio, e. g., um
disturbio agui descrito. De um modo preferido, o anticorpo tem
um efeito estatisticamente significativo que indica que o

anticorpo inibe uma ou mais actividades do TWEAK.

Num caso, um anticorpo € avaliado quanto a inibicdo da
aptidao do TWEAK para estimular a producao de IL-8, MMP-1, PGEZ,
IL-6, IP-10 e RANTES em fibroblastos dérmicos. Ver
Chicheportiche et al., (2002) Arthritis Res. 4(2):126-133 para

condigdes de ensaio adeguadas.

Noutro caso, um anticorpo é avaliado quanto a sua aptidéo
para 1inibir o TWEAK de estimular a proliferacdao de uma célula
endotelial. Ver, e. g., documento U.S. 2003-0211993 o qual
descreve um ensaio de proliferacdo (bem como outros ensaios
Uteis) como se segue: HVEC sao aplicadas em placas microtitulo
de 96 pocos a subconfluéncia (4000 células por pPogo) e
cultivadas de um dia para o outro em Meio CS-C sem adicgdo dos

suplementos de crescimento do fornecedor. O meio é substituido
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por meio completo ou por meio basal. As células sao cultivadas
em meio basal com ou sem TWEAK (100 ng/mL), DbFGF utilizando uma
diluigdo 1/500 a 1/1000 de suplemento de crescimento DFGF
(Clonetics) ou 1 ng/mL (R&D Systems), VEGF (10 ng/mL) ou
combinagdes destes factores. Quando  indicado, sdao  também
adicionados 10 pg/mL do anticorpo a ser testado ou um anticorpo
de controlo. As células sao incubadas, a 37 °C, com 5% de COy
durante trés dias e a proliferacdo foi medida por pulsacao com
*H-Timidina durante as Ultimas 10 horas de cultura. A
radicactividade 1ligada as células pode ser medida com um
BETAPLATE™ (EG&G Wallac, Gaithersburg, Md.). Uma diminuic¢dao na
proliferacdao mediada por TWEAK ou a combinacao de TWEAK e DbFGF
pode indicar que o anticorpo € eficaz no bloqueio da actividade

do TWEAK.

Ressondncia Plasménica Superficial (SPR). A interaccdo de
ligacao de uma proteina de interesse e um alvo (e. g., TWEAK)
pode ser analisada wutilizando SPR. A SPR ou a Andlise de
Interacgao Biomolecular (BIA) detecta interaccgdes biocespecificas
em tempo real, sem marcar qualquer um dos agentes de interaccéao.
As alteracgdes na massa na superficie de ligacdo (indicativas de
uma evento de ligacao) da placa de BIA resultam em alteracgdes do
indice de refraccdo da luz préximo da superficie (o fendmeno
6ptico de ressonédncia plasménica superficial (SPR) ) . As
alteracgdes na refractividade geram um sinal detectédvel, as quais
sao medidas como uma indicacado das reacgdes em tempo real entre
moléculas bioldgicas. 0Os métodos de utilizagdo de SPR sao
descritos, por exemplo, na Pat. U.S. n° 5641640; Raether (1988)
Surface Plasmons Springer Verlag; Sjolander e Urbaniczky (1991)
Anal. Chem. 63:2338-2345; Szabo et al., (1995) Curr. Opin.
Struct. Biol. 5:699-705 e recursos em linha proporcionados por

BIAcore International AB (Uppsala, Suécia). A informacao da SPR
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pode ser utilizada ©para proporcionar uma medicdo exacta e
quantitativa da constante de dissociacdao de equilibrio (Ky), e
pardmetros cinéticos, 1incluindo Kassociacio € Kaissociacior Para a

ligagdo de um biomolécula a um alvo.

Os epitopos podem ser também  mapeados directamente
avaliando a aptiddo de anticorpos diferentes para competir uns
com os outros para ligacao ao TWEAK (e. g., TWEAK humano, em
particular TWEAK humano soluvel) utilizando técnicas
cromatogréaficas BIAcore (Pharmacia BIAtechnology Handbook,
"FEpitope Mapping", Seccao 6.3.2, (Maio de 1994); ver também
Johne et al., (1993) J. Immunol. Methods, 160:191-198).
Orientacdo geral adicional para avaliar anticorpos, e. g., em
ensaios de transferéncias de Western e imunoprecipitacao, pode
ser encontrada em Antibodies: A Laboratory Manual, ed. por

Harlow e Lane, Cold Spring Harbor press (1988)).

Disturbios Associados ao TWEAK

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui
descrito) pode ser wutilizado para tratar uma variedade de
disturbios, tal como wum disturbio associado ao TIWEAK. Por
exemplo, o anticorpo pode ser utilizado para tratar disturbios
inflamatdérios, 1imunes ou auto—-imunes em doentes, bem como
disturbios neoplédsicos. Os exemplos de disturbios inflamatdrios
associados ao TWEAK incluem artrite reumatdide, artrite
psoridtica, espondilite anquilosante, doenca inflamatéria do
intestino (incluindo colite ulcerosa e doenga de Crohn),
psoriase ou miosite inflamatdéria. Ainda outros exemplos de
disturbios inflamatérios que podem ser tratados incluem

histiocitose de células de Langerhans, sindrome de insuficiéncia
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respiratéria do adulto/bronquiolite obliterante, granulomatose
de Wegener, vasculite, caquexia, estomatite, fibrose pulmonar
idiopatica, dermatomiosite ou polimiosite, esclerite nao
infecciosa, sarcoidose crédnica com envolvimento  pulmonar,
sindromes mielodispldsicas/anemia refractédria com excesso de
blastos, colite ulcerosa, doenca pulmonar obstrutiva crdénica

moderada a grave e arterite de células gigantes.

Um individuo que estd em ©risco de ter, que foi
diagnosticado ou que tem um destes disturbios, pode ser
administrado com um anticorpo anti-TWEAK numa quantidade e
durante um periodo de tempo para proporcionar um efeito
terapéutico global. O anticorpo anti-TWEAK pode ser administrado
sozinho ou em associacao com outros agentes. Foram descritos
métodos para administrar um agente Dblogqueador de TWEAK em
associacdo com um agente bloqueador de TNF-a. No caso de uma
terapia de associagdo, as guantidades e tempos de administracéo
podem ser aqueles que proporcionam, e. g., um efeito terapéutico
sinérgico. Além disso, a administracdo do agente Dblogueador de
TWEAK (com ou sem o segundo agente) pode ser utilizada como um
tratamento primario, e. g., tratamento de primeira linha ou como
um tratamento secunddrio, e. g., para individuos gque tém uma
resposta inadequada a uma terapia anteriormente administrada
(i. e., uma terapia diferente daguela com um agente Dblogqueador

de TWEAK) .

Artrite Reumatdide (RA)

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui
descrito) pode ser utilizado para tratar artrite reumatdide e

disturbios relacionados. A artrite reumatdide ("RA"M) € uma
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doenca inflamatdria crdénica que provoca dor, tumefaccdo, rigidez
e perda de funcado, principalmente nas articulacdes. A RA comeca
frequentemente na sindévia, a membrana que circunda uma
articulacdao criando um saco de proteccdo. Em muitos individuos
que sofrem de RA, os leucédcitos infiltram-se da circulacao para
a sindévia originando inflamacéao anormal continua (e. g.,
sinovite). Consequentemente, a sindévia torna-se inflamada,
originando calor, vermelhidao, tumefacgcdo e dor. O colagénio na
cartilagem ¢é gradualmente destruido, estreitando o espaco
articular e, eventualmente, danificando o osso. A inflamacéo
provoca deterioracgdo Ossea erosiva na &rea afectada. Durante
este ©processo, as células da sindvia crescem e dividem-se
anormalmente, tornando a sindvia, normalmente fina, espessa e
que resulta numa articulacdo que estd dilatada e inchada ao

toque.

A medida que a RA progride, as células sinoviais anormais
podem invadir e destruir a cartilagem e osso da articulacao. Os
musculos, ligamentos e tenddes circundantes que suportam e
estabilizam a articulacao podem tornar-se fracos e incapazes de
funcionar normalmente. A RA pode também provocar perda O&ssea
mais generalizada gque pode levar a osteoporose, tornando oS
ossos frdgeis e mais susceptiveis a fractura. Todos estes
efeitos provocam a dor, deficiéncia e deformidades associadas a
RA. As regides que podem ser afectadas incluem os pulsos,
articulacao dos dedos, Jjoelhos e Dbola do pé. Frequentemente
podem estar envolvidas muitas articulacdes, e até mesmo a coluna
vertebral pode ser afectada. Em cerca de 25% das pessoas com RA,
a inflamacdao de peguenos vasos sanguineos pode provocar nédulos,
ou carocos, reumatdides sob a pele, que se formam frequentemente
préximo das articulacgdes. A medida que a doenca progride, também

se pode acumular liquido, particularmente nos tornozelos. Muitos
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doentes com RA também desenvolvem anemia ou uma diminuig¢dao no

numero normal de gldébulos vermelhos.

A RA abrange um numero de subtipos de doencas, tais como a
sindrome de Felty, RA seronegativa, RA "clédssica", RA
progressiva e/ou recidivante, e RA com vasculite. Alguns
especialistas classificam a doenca em tipo 1 ou tipo 2. A de
tipo 1, a forma menos comum, dura alguns meses, no maximo, e néao
deixa incapacidade permanente. A de tipo 2 é crénica e dura
anos, por vezes durante toda a vida. A RA ©pode também
manifestar-se como ndédulos reumatdides subcuténeos, noéddulos
viscerais, vasculite que origina Ulceras nas pernas ou
mononeuropatia multipla, derrames pleurais ou pericardicos,
linfadenopatia, sindrome de Felty, sindrome de Sjogren e
episclerite. Estes subtipos de doenca e também os individuos que
apresentam um ou mais dos sintomas acima podem ser tratados

utilizando os anticorpos aqui descritos.

A RA pode ser avaliada por uma variedade de medicdes
clinicas. Alguns indicios ilustrativos incluem a pontuacao total
de Sharp (TSS), pontuacao de erosdo de Sharp e o indice de
incapacidade HAQ. Os métodos aqui podem ser utilizados para
conseguir uma melhoria de pelo menos um destes indicios. As
propriedades terapéuticas de um anticorpo anti-TWEAK para O
tratamento de RA podem ser avaliadas num modelo animal, e. g.,
utilizando o modelo de artrite induzida com colagénio (mCIA) em
ratinho (ver e. g., Stuart et al., J. Clin. Invest. 69:673-683
(1982).
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Esclerose Multipla

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui
descrito) pode ser utilizado para tratar esclerose maltipla (EM)
e disturbios relacionados. A EM & uma doenca do sistema nervoso
central que se caracteriza por inflamacdo e perda de capas de

mielina.

Os doentes possuindo EM podem ser identificados ©por
critérios que estabelecem um diagndéstico de EM clinicamente
definida como definidos pelo workshop sobre o diagndéstico da EM
(Poser et al., Ann. Neurol. (1983) 13:227). Resumidamente, um
individuo com EM clinicamente definida teve dois ataques e
evidéncia clinica de duas lesdes ou evidéncia clinica de uma
lesdao e evidéncia paraclinica de outra lesdo separada. A EM
definida pode ser também diagnosticada pela evidéncia de dois
ataques e bandas oligoclonais de IgG no liguido
cefalorraquidiano ou por combinagao de um ataque, evidéncia
clinica de duas lesdes e banda oligoclonal de IgG no liquido

cefalorraquidiano.

O tratamento eficaz da esclerose maltipla pode ser
examinado de véarios modos diferentes. Podem ser utilizados os
seguintes parédmetros para medir a eficdcia do tratamento. Sao
utilizados trés critérios principais: EDSS (escala de estado de
incapacidade prolongada), aspecto das exacerbacdes ou MRIT
(imagiologia por ressondncia magnética). A EDSS é um meio para
classificar a deficiéncia clinica devido a EM (Kurtzke (1983)
Neurology 33:1444). Sao avaliados oito sistemas funcionais
quanto ao tipo e gravidade da deficiéncia neuroldégica.
Resumidamente, antes do tratamento, os doentes sao avaliados

quanto a deficiéncia nos seguintes sistemas: piramidal,
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cerebelos, tronco cerebral, sensorial, intestino e bexiga,
visual, cerebral e outros. Sao realizados acompanhamentos em
intervalos definidos. A escala vai desde 0 (normal) até 10
(morte devido a EM). Uma diminuicado na EDSS indica um tratamento

eficaz (Kurtzke (1994) Ann. Neurol. 36:573-79).

Um modelo animal ilustrativo para a esclerose multipla € o
modelo experimental de encefalite auto-imune (EAE) em ratinho,
e. g., como descrito em Tuohy et al., (J. Immunol. (1988) 141:
1126-1130), Sobel et al., (J. Immunol. (1984) 132: 2393-2401), e
Traugott (Cell Immunol. (1989) 119: 114-129). Os ratinhos podem
ser administrados com um anticorpo aqui descrito antes da
indugdo de EAE. Os ratinhos sdo avaliados em relacdo a critérios

caracteristicos para determinar a eficdcia do anticorpo.

Acidente Vascular Cerebral

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui
descrito) pode ser utilizado para tratar um individuo que sofreu
um acidente wvascular cerebral, e. g., um acidente vascular
cerebral tromboembdélico ou hemorrdgico (e. g., nas ultimas 48,
24, 12, 8 ou 2 horas), ou para prevenir um acidente wvascular
cerebral, e. g., num individuo em risco de sofrer um acidente
vascular cerebral. Acidente vascular cerebral é um termo geral
para lesao cerebral aguda resultante de doenca dos vasos
sanguineos. O acidente wvascular cerebral pode ser classificado
em pelo menos duas categorias principais: acidente wvascular
cerebral hemorrdgico (resultante do derrame de sangue para fora
dos vasos sanguineos normais) e acidente wvascular cerebral
isquémico (isquemia cerebral devido a falta de fornecimento de

sangue). Alguns eventos que podem provocar acidente vascular
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cerebral isquémico incluem trombose, embolia e hipoperfusao

sistémica (com isquemia e hipoxia resultantes).

O acidente wvascular cerebral provoca, geralmente, morte
neuronal e lesdao no cérebro por privacdo de oxigénio e eventos
secunddrios. A 4rea do cérebro gue morre em consequéncia da
falta de fornecimento de sangue ou outro dano € chamada um
enfarte. Nalguns casos, o0s tratamentos aqui descritos podem ser
utilizados para reduzir ou minimizar o tamanho de um enfarte,
e. g., reduzir os eventos secunddrios que provocam a morte ou

lesdo neuronal.

A obstrucdo de uma artéria cerebral resultante de um trombo
que se acumulou na parede de uma artéria cerebral ¢é geralmente
chamada trombose cerebral. Na embolia cerebral, o material
oclusivo que Dbloqueia a artéria cerebral surge a Jjusante na
circulacado (e. g. um émbolo ¢é transportado para a artéria
cerebral a partir do coracao). Uma vez que ¢é dificil de
discernir se um acidente vascular cerebral ¢é provocado por
trombose ou embolia, o termo tromboembolismo ¢é utilizado para
cobrir ambos estes tipos de acidente wvascular cerebral. A
hipoperfusdao sistémica pode surgir como uma consequéncia de
menores niveis sanguineos, hematdécrito reduzido, tensdao arterial

baixa ou incapacidade do <coragdao para bombear adequadamente

sangue.

Além do mais, um anticorpo anti-TWEAK pode ser administrado
como uma terapia profilédctica para o acidente vascular cerebral,
ou como uma componente da mesma, e. g., a um individuo que
sofreu um ataque 1isquémico transitdério (TIA) ou que apresenta

sintomas de TIA.
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Disturbios neuronais

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui

descrito) pode ser utilizado para tratar ou prevenir disturbios

neuronais, tais como traumatismos neuronais mecanicos e
disturbios neurodegenerativos. Os exemplos de traumatismos
neuronais mecdnicos incluem lesdo da medula espinal (SCI) e
lesdo traumdtica cerebral (TBI). Os exemplos de disturbios

neurodegenerativos incluem esclerose lateral amiotrdfica (ALS),
paralisia bulbar progressiva (PBP), esclerose lateral primaria
(PLS), atrofia muscular progressiva (PMA), doenca de Parkinson,
doenca de Huntington (HD) e doenga de Alzheimer. Num caso, O
disturbio neuronal é caracterizado principalmente pela
destruicao ou morte de células nervosas, e. g., de neurdnios
motores (e. g., ALS), de neurdnios estriatais dos ganglios
basais e/ou neurdnios corticais (e. g., doenca de Huntington),

de neurdénios da substéncia nigra (e. g., doenca de Parkinson).

Cancro

O TWEAK e 0s seus receptores podem estar envolvidos no
desenvolvimento de pelo menos alguns tipos de cancro, e. g., um
cancro pancreadtico. Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um
anticorpo aqui descrito) pode ser utilizado para tratar ou
prevenir cancros (e. g., adenocarcinomas) e outros disturbios

neopléasicos.
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Composig¢des Farmacéuticas

Um anticorpo anti-TWEAK (tal como um anticorpo aqui
descrito) pode ser formulado como uma composicao farmacéutica
para administracdo a um individuo, e. g., para tratar um
distuarbio aqui descrito. Tipicamente, uma composicao
farmacéutica inclui um veiculo farmaceuticamente aceitdvel. Como
aqui wutilizado, "veiculo farmaceuticamente aceitdvel" inclui
quaisquer e todos 0os solventes, meios de dispersao,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes
isoténicos e de retardamento da absorcado, e semelhantes que sao
fisiologicamente compativeis. A composicao pode incluir um sal
farmaceuticamente aceitavel, e. g., um sal de adicdo de &acido ou
um sal de adicao de base (ver e. g., Berge, S.M., et al., (1977)
J. Pharm. Sci. 66:1-19).

A formulacgdo farmacéutica é uma técnica bem estabelecida e
encontra-se descrita em pormenor, e. g., em Gennaro (ed.),
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed.,
Lippincott, Williams & Wilkins (2000) (ISBN: 0683306472); Ansel
et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems,
72 Ed., Lippincott Williams & Wilkins Publishers (1999) (ISBN:
0683305727) ; e Kibbe (ed.), Handbook of Pharmaceutical
Excipients American Pharmaceutical Association, 3@ ed. (2000)

(ISBN: 091733096X).

As composigdes farmacéuticas podem estar numa variedade de
formas. Estas incluem, por exemplo, formas de dosagem liguidas,
semi-sdélidas e sdlidas, tais como solugdes ligquidas (e. g.,
solugdes injectdveis e infusiveis), dispersdes ou suspensdes,
comprimidos, pilulas, pds, lipossomas e supositdrios. A forma

preferida pode depender do modo de administracao e aplicacgéao
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terapéutica pretendidos. Tipicamente, as composicdes para o0s
agentes aqui descritos estdo na forma de solucbes injectdaveis ou
infusiveis.

Numa forma de realizacao, o) anticorpo anti-TWEAK &
formulado com materiais excipientes, tais como cloreto de sddio,
fosfato de sdédio dibdsico hepta-hidratado, fosfato de sdédio
monobdsico e um estabilizante. Aquele pode ser proporcionado,
por exemplo, numa solucaoc tamponada a uma concentracao adequada

e pode ser conservado a 2-8 °C.

Tais composicdes podem ser administradas por um modo
parentérico (e. g., injecgao intravenosa, subcuténea,
intraperitoneal ou intramuscular). As frases T"administracgao
parentérica"™ e "administrado por via parentérica" como aqui
utilizadas, significam modos de administracdo diferentes da

administracdao entérica e tdpica, geralmente por injeccédo, e

incluem, sem limitacao, injeccao e infusao intravenosa,
intramuscular, intra-arterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, subcutéanea, subcuticular, intra-articular,
subcapsular, subaracndide, intraespinal, epidural e
intraesternal.

A composigao pode ser formulada Como uma solucgao,
microemulsao, dispersao, lipossoma ou outra estrutura ordenada
adequada ©para conservagao estavel a concentracdo alta. As
solucgdes injectdveis estéreis podem ser preparadas incorporando
um agente aqui descrito na quantidade necessaria num solvente
apropriado com um ou uma combinacdo dos ingredientes enumerados
acima, consoante necessario, seguido de esterilizagao por

filtracdo. Em geral, as dispersdes sao preparadas incorporando
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um agente aqui descrito num veiculo estéril gue contém um meio
de dispersdo Dbédsico e os outros ingredientes necessarios
daqueles enumerados acima. No caso de pds estéreis para a
preparacgao de solugdes injectaveis estéreis, 0os métodos
preferidos de preparacdo sdo secagem em VACUO € Secagem por
congelacao gque produzem um pd de um agente aqui descrito com
qualgquer 1ingrediente adicional desejado a partir de uma sua
solugdo, ©previamente esterilizada por filtracdo. A fluidez
apropriada de uma solucdo pode ser mantida, por exemplo, pela
utilizacdao de um revestimento tal como lecitina, pela manutencao
do tamanho de particula necessdrio no caso de dispersdo e pela
utilizacéao de tensioactivos. A absorcao prolongada de
composicdes injectdveis pode ser conseguida incluindo na
composicdao um agente gque atrasa a absorcao, por exemplo, sais de

monoestearato e gelatina.

Em certas formas de realizacdo, o anticorpo anti-TWEAK pode
ser preparado com um veiculo gue protegerda o composto contra
libertagdo rapida, tal como uma formulagdo de 1libertacéao
controlada, incluindo implantes e sistemas de administracao
microencapsulados. Podem ser utilizados polimeros
biocompativeis, Dbiodegraddveis, tais como etileno acetato de
vinilo, polianidridos, poli (acido glicdlico), colagénio,
poliortoésteres e poli(dcido 1lactico). Muitos métodos para a
preparagao de tais formulagdes estdo patenteados ou @ séao
geralmente conhecidos. Ver, e. g., Sustained and Controlled

Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel

Dekker, Inc., Nova Iorque (1978).

Um anticorpo anti-TWEAK pode ser modificado, e. g., com uma
unidade que melhora a sua estabilizacdo e/ou retencdo em

circulacdo, e. g., no sangue, sSoro ou outros tecidos, e. g., em
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pelo menos 1,5, 2, 5, 10 ou 50 vezes. O anticorpo modificado
pode ser avaliado para determinar se pode chegar aos sitios da

inflamacao, e. g., articulacdes.

Por exemplo, © anticorpo anti-TWEAK pode estar associado a
(e. g., conjugado com) um polimero, e. g., um polimero
substancialmente nao antigénico, tal como um poli(déxido de
alguileno) ou um poli(déxido de etileno). Os polimeros adequados
variaréao substancialmente em peso. Podem ser utilizados
polimeros com pesos moleculares médios numéricos gque vao desde
cerca de 200 até cerca de 35000 Daltons (ou cerca de 1000 até

cerca de 15000 e 2000 até cerca de 12500).

Por exemplo, o anticorpo anti-TWEAK pode ser conjugado com
um polimero soluvel em &gua, e. ¢g., um polimero de polivinilo
hidréfilo, e. g., poli(dlcool vinilico) ou polivinilpirrolidona.
Os exemplos de tais ©polimeros incluem  homopolimeros de
poli(éxido de alguileno), tais como polietilenoglicol (PEG) ou
polipropileno glicédis, polidis polioxietilenados, seus
copolimeros e seus copolimeros de bloco, na condigcdao de que seja
mantida a solubilidade em &gua dos copolimeros de bloco. Outros
polimeros uteis incluem polioxialquilenos, tais como
polioxietileno, polioxipropileno, e copolimeros de bloco de
polioxietileno e polioxipropileno; polimetacrilatos; carbdmeros;

e polissacéadridos ramificados ou ndo ramificados.

Nalgumas 1implementa¢des, o anticorpo anti-TWEAK pode ser
também acoplado ou associado de outro modo a um marcador ou
outro agente, e. g., outro agente terapéutico, tal como um
agente citotdéxico ou citostdtico, embora, em muitas formas de
realizacdo, esta configuracdo ndo seja necessaria. 0Os exemplos

de agentes citotdxicos e qguimioterapéuticos incluem taxol,
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citocalasina B, gramicidina D, vinblastina, doxorrubicina,

daunorrubicina, um maitansindide (e. g., maitansinol ou ©
maitansindide DM1, um derivado de maitansina contendo
sulfidrilo), mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D,
l-desidrotestosterona, glucocorticédides, procaina, taxano,

tetracaina, lidocaina, propranolol e puromicina, e andlogos ou

seus homdélogos.

Quando o anticorpo anti-TWEAK é utilizado em associagdao com
um segundo agente (e. g., um anticorpo anti-TNF-o ou outro
agente), os dois agentes podem ser formulados separadamente ou
em conjunto. Os agentes podem ser formulados ou, de outro modo,
utilizados numa quantidade sinergicamente eficaz. Pode-se também
utilizar um ou ambos o0s agentes em quantidades inferiores
aquelas gue seriam utilizadas em monoterapia. Por exemplo, as
respectivas composicgdes farmacéuticas podem ser misturadas,
e. g., 1imediatamente antes da administracdo e administradas em
conjunto ou podem ser administradas separadamente, e. g., em

tempos iguais ou diferentes.

Pode-se também utilizar outros agentes blogqueadores de
TWEAK. O agente pode ser qualquer tipo de composto (e. g.,
molécula orgédnica ou inorgédnica pequena, dacido nucleico,
proteina ou mimético peptidico) que possa ser administrado a um
individuo. Numa forma de realizacado, o agente blogqueador é um
produto bioldégico, e. g., uma proteina possuindo um peso
molecular entre 5-300 kDa. Por exemplo, um agente bloqueador de
TWEAK pode inibir a ligacdao de TIWEAK a um receptor de IWEAK. Os
agentes blogueadores de TWEAK  ilustrativos, gue  nao os
anticorpos que se ligam a TWEAK, incluem anticorpos que se ligam

a TWEAK-R e formas soluveis do IWEAK-R (e. g., Fnld) que

competem com o TWEAK-R da superficie celular para se ligar ao
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TWEAK. 0Os outros agentes terapéuticos aqui descritos podem ser
também proporcionados como uma composicdao farmacéutica, e. g.,

por métodos correntes ou o método aqui descrito.

Administracao

o) anticorpo anti-TWEAK pode ser administrado a um
individuo, e. g., um individuo humano, por uma variedade de
métodos. Para muitas aplicacgdes, a via de administracdao ¢é uma
de: injeccdo ou infusdo intravenosa (IV), 1injeccdo subcuténea
(SC), por via intraperitoneal (IP) ou injecc¢do intramuscular.
Pode-se também utilizar a administra¢do intra-articular. Podem
ser também utilizados outros modos de administracdo parentérica.

Os exemplos de tais modos incluem: injecg¢do intra-arterial,

intratecal, intracapsular, intra-orbital, intracardiaca,
intradérmica, transtraqueal, subcuticular, intra-articular,
subcapsular, subaracndéide, intraespinal, e epidural e
intraesternal. Nalguns casos, a administracao pode ser

directamente num sitio de inflamacdo, e. g., uma articulacdo ou

outro sitio inflamado.

A via e/ou modo de administracdo do anticorpo pode ser
também adaptada ao caso particular, e. g., monitorizando o
individuo, e. g., utilizando imagiologia tomografica, exame
neuroldégico e parédmetros padrao associados ao disturbio
particular, e. g., 0s critérios para avaliar a artrite

reumatdide.

O anticorpo pode ser administrado como uma dose fixa ou
numa dose de mg/kg. A dose pode ser também escolhida para

reduzir ou evitar a producao de anticorpos contra o anticorpo
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anti-TWEAK. Os regimenes de dosagem séao ajustados para
proporcionar a resposta desejada, e. g., uma resposta
terapéutica ou um efeito terapéutico combinatério. Em geral,
podem ser utilizadas doses do anticorpo anti-TWEAK (e
opcionalmente um segundo agente) que proporcionem o agente em
quantidades biodisponiveis num individuo. Por exemplo, podem ser
administradas doses na gama de 0,1-100 mg/kg, 0,5-100 mg/kg,
1 mg/kg-100 mg/kg, 0,5-20 mg/kg, 0,1-10 mg/kg ou 1-10 mg/kg.

Podem ser também utilizadas outras doses.

A forma wunitédria de dosagem ou "dose fixa" como aqui
utilizada refere-se a unidades fisicamente discretas adequadas
como dosagens unitdrias para os individuos a serem tratados;
cada unidade contém uma quantidade predeterminada de composto
activo calculada para produzir o efeito terapéutico desejado em
associacao com 0 veiculo farmacéutico necessario e,
opcionalmente, em associacao com o outro agente. Podem ser dadas
dosagens simples ou multiplas. Alternativamente, ou
adicionalmente, o anticorpo pode ser administrado por infuséo

continua.

Uma dose de anticorpo anti-TWEAK pode ser administrada,
e. g., num intervalo periddico ao longo de um intervalo de tempo
(um curso de tratamento) suficiente para abranger pelo menos
2 doses, 3 doses, 5 doses, 10 doses ou mais, e. g., uma vez ouU
duas vezes por dia, ou cerca de uma a quatro vezes por semana,
ou de um modo preferido semanalmente, quinzenalmente,
mensalmente, e. g., durante entre cerca de 1 a 12 semanas, de um
modo preferido entre 2 a 8 semanas, de um modo mais preferido
entre cerca de 3 a 7 semanas, e de um modo ainda mais preferido
durante cerca de 4, 5 ou 6 semanas. Os factores gque podem

influenciar a dosagem e tempo necessdrio para tratar eficazmente
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um  individuo, incluem, e. g., a gravidade da doenca ou
disturbio, formulacao, via de administracao, tratamentos
prévios, a saude geral e/ou idade do individuo, e outras doencas
presentes. Além do mais, o tratamento de um individuo com uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um composto pode incluir
um Unico tratamento ou, de um modo preferido, pode incluir uma
série de tratamentos. Podem ser também utilizados modelos
animais para determinar uma dose util, e. g., uma dose inicial

ou um regimen.

Se um individuo estd em risco de desenvolver um distdrbio
inflamatério ou outro disturbio aqui descrito, o anticorpo pode
ser administrado antes o inicio declarado do disturbio, e. g.,
Ccomo uma medida preventiva. A duracao desse tratamento
preventivo pode ser uma unica dosagem do anticorpo ou ©
tratamento pode prosseguir (e. g., dosagens multiplas). Por
exemplo, um individuo em risco de sofrer do disturbio ou que tem
uma predisposicdo para o disturbio pode ser tratado com o
anticorpo durante dias, semanas, meses ou até mesmo anos de

forma a prevenir que o disturbio ocorra ou fulmine.

Uma composicao farmacéutica pode incluir wuma "quantidade
terapeuticamente eficaz" de um agente aqui descrito. Essas
quantidades eficazes podem ser determinadas com base no efeito
do agente administrado ou no efeito combinatdério dos agentes, se
for utilizado mais do que um agente. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um agente pode também wvariar de
acordo com factores tais como o estado patoldégico, idade, género
e peso do individuo, e a aptiddo do composto para desencadear
uma resposta desejada no individuo, e. g., melhoria de pelo
menos um pardmetro do disturbio ou melhoria de pelo menos um

sintoma do disturbio. Uma quantidade terapeuticamente eficaz ¢é
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também aquela a qual gquaisquer efeitos toéxicos ou prejudiciais
da composicado sao ultrapassados pelos efeitos terapeuticamente

benéficos.

Dispositivos e Kits para Terapia

As composicgdes farmacéuticas que incluem o anticorpo
anti-TWEAK podem ser administradas com um dispositivo médico. O
dispositivo pode ser concebido com caracteristicas tais como
portabilidade, conservacdao a temperatura ambiente e facilidade
de wutilizacdao para gue possa ser utilizado em situacgdes de
emergéncia, e. g., por um individuo inexperiente ou por pessoal
de emergéncia no campo, afastado de instalagdes médicas e outro
equipamento médico. O dispositivo pode incluir, e. g., um ou
mais suportes ©para armazenar preparacgdes farmacéuticas que
incluem o anticorpo anti-TWEAK, e pode ser configurado para
administrar uma ou mais doses unitdrias do anticorpo. O
dispositivo pode ser ainda configurado para administrar um
segundo agente, e. g., um anticorpo anti-TNF-o, como uma Unica
composicdo farmacéutica gque inclui também o anticorpo anti-TWEAK

ou como duas composicdes farmacéuticas separadas.

Por exemplo, a composicgao farmacéutica pode ser
administrada com um dispositivo de injecc¢do hipodérmica sem
agulha, tais como os dispositivos divulgados nos documentos
US 5399163; 5383851; 5312335; 5064413; 4941880; 4790824; ou
4596556. 0s exemplos de implantes e médulos Dbem conhecidos
incluem: documento US 4487603, o qual divulga uma bomba de
microinfusdo implantdvel para fornecer medicagcdo a uma taxa
controlada; documento US 4486194, o qual divulga um dispositivo

terapéutico para administrar medicamentos através da pele;
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documento US 4447233, o gqual divulga uma bomba de infusdo de
medicagdo para administracdao de medicagdo a uma taxa de infusao
exacta; documento US 4447224, o qual divulga um aparelho de
infusdo implantdavel de caudal varidvel para administracao
continua de farmaco; documento US 4439196, o gqual divulga um
sistema osmético de administracao de fadrmacos possuindo
compartimentos multi-cédmara; e documento US 4475196, o qual
divulga um sistema osmético de administracdo de farmacos. Séao
ainda conhecidos muitos outros dispositivos, implantes, sistemas

de administracdao e mdédulos.

Um anticorpo anti-TWEAK pode ser proporcionado num kit. Num
caso, o kit inclui (a) um recipiente gque contém uma composicgao
que inclui o anticorpo anti-TWEAK e, opcionalmente, (b) material
informativo. 0O material informativo pode ser descritivo,
instrucional, comercial ou outro material relacionado com O0S
métodos aqui descritos e/ou a wutilizacdo dos agentes para

beneficio terapéutico.

Num caso, o kit dinclui também um segundo agente para o
tratamento de um disturbio inflamatdrio, e. g., um anticorpo
anti-TNF-a. Por exemplo, o kit inclui um primeiro recipiente que
contém uma composicdo que inclui o anticorpo anti-TWEAK, e um

segundo recipiente que inclui o segundo agente.

0O material informativo dos kits ndo estd limitado na sua
forma. Num caso, o0 material informativo pode incluir informacao
sobre a producaoc do composto, peso molecular do composto,
concentracao, data de expiracao, informacgdo sobre o lote ou
sitio de producdao, e assim por diante. Num caso, o0 material
informativo refere-se a métodos de administracado do anticorpo

anti-TWEAK, e. g., numa dose, forma de dosagem ou modo de
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administracao adequado (e. g., uma dose, forma de dosagem ou
modo de administracdao aqui descrito), para tratar um individuo
que sofre ou que estd em risco de sofrer de um disturbio
inflamatério ou outro disturbio aqui descrito. A informacao pode
ser proporcionada numa variedade de formatos, incluindo texto
impresso, material legivel por computador, registo de video ou
registo &udio, ou informacdo que proporciona uma ligacdo ou

endereco para material permanente, e. g., na internet.

Além do anticorpo, a composicdao no kit pode incluir outros
ingredientes, tal como um solvente ou tampdo, um estabilizante,
ou um conservante. O anticorpo pode ser proporcionado em
qualquer forma, e. g., forma liquida, seca ou liofilizada, de um
modo preferido substancialmente pura e/ou estéril. Quando os
agentes sao proporcionados numa solugado liguida, a solucgao
liquida ¢, de um modo preferido, uma solucao agquosa. Quando o0s
agentes sao proporcionados como uma forma seca, a reconstituigao
é geralmente pela adicao de um solvente adequado. O solvente,
e. g., agua estéril ou tampao, pode ser opcionalmente

proporcionado no kit.

O kit pode incluir um ou mais recipientes para a composicao
ou composicdes contendo os agentes. Nalguns casos, o kit contém
recipientes, divisdes ou compartimentos separados para a
composicdo e material informativo. Por exemplo, a composicgao
pode estar contida num frasco, frasquinho ou seringa, e o
material informativo pode estar contido numa manga ou embalagem
pléstica. Noutros casos, o0s elementos separados do kit estéo
contidos num uUnico recipiente nao dividido. Por exemplo, a
composicdo estda contida num frasco, frasquinho ou seringa gque
tem junto ao mesmo o material informativo na forma de um

marcador. Nalguns casos, o kit inclui uma multiplicidade (e. g.,
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um pacote) de recipientes individuais, contendo cada uma ou mais
formas de dosagem unitdrias (e. g., uma forma de dosagem aqui
descrita) dos agentes. 0Os recipientes podem incluir uma dosagem
unitdaria de associacéo, e. g., uma unidade que inclui o
anticorpo anti-TWEAK e o segundo agente, e. g., numa proporgao
desejada. Por exemplo, o kit inclui wuma multiplicidade de
seringas, ampolas, pacotes de folha metdlica, embalagens blister
ou dispositivos médicos, e. g., contendo cada uma uUnica dose
unitdria de associacdo. O0Os recipientes dos kits podem ser a
prova de ar, prova de &gua (e. g., 1mpermedveis a alteracdes na

humidade ou evaporagdo) e/ou a prova de luz.

O kit inclui opcionalmente um dispositivo adegquado para
administracdo da composicgao, e. g., uma seringa ou outro
dispositivo de administracado adequado. O dispositivo pode ser
proporcionado pré-carregado com um ou ambos 0s agentes ou pode

estar vazio, mas adequado para ser carregado.

Direccionamento para células que expressam TWEAK

Os anticorpos anti-TWEAK aqui descritos podem ser
utilizados para direccionar uma carga para uma célula que
expressa TWEAK ou para um tecido ou outra estrutura associada a
TWEAK. Por exemplo, 0S8 anticorpos podem ser ligados a um virus
ou particulas semelhantes a virus que podem administrar um gene
exdbgeno (e. g., para terapia de genes) ou a um lipossoma, e. g.,
um lipossoma gque encapsula um agente terapéutico ou gene
exdgeno. Um método ilustrativo para utilizar um anticorpo para
visar um virus é descrito em Roux et al., (1989) Proc Natl Acad
Sci USA (1989) 86:9079-9083. Ver também, e. g., Curr Gene Ther.
(2005) 5:63-70 e Hum Gene Ther. (2004) 15:1034-1044.
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Os Ab anti-TWEAK desta invencdo podem ser também ligados a
lipossomas contendo um agente terapéutico, tal como um agente
quimioterapéutico. A ligacado dos anticorpos aos lipossomas pode
ser conseguida por qualguer agente de reticulacdao conhecido,
tais como os agentes de reticulacdo heterobifuncionais que tém
sido amplamente utilizados ©para acoplar toxinas ou agentes
quimioterapéuticos a anticorpos para administracdao direccionada.
Por exemplo, a conjugagcdo a lipossomas pode ser conseguida
utilizando o reagente de reticulacdo orientado para hidratos de
carbono, hidrazida do &dcido 4-(4-maleimidofenil)butirico (MPBH)
(Duzgunes et al., (1992) J. Cell. Biochem. Abst. Suppl. 1l6E 77).
Os lipossomas contendo anticorpos podem ser também preparados
por métodos bem conhecidos (ver, e. g., documento DE 3218121;
Epstein et al., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-92;
Hwang et al., (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-34;
documentos U.S. 4485045 e 4544545).

Utilizagdes em Diagndstico

Os anticorpos anti-TWEAK podem ser utilizados num método de
diagnéstico para detectar a presenca de um TWEAK, 1in vitro
(e. g., uma amostra bioldgica, tal como tecido, Dbiopsia) ou
in vivo (e. g., imagiologia in vivo num individuo). Por exemplo,
anticorpos anti-TWEAK humanos ou eficazmente humanos podem ser
administrados a um individuo para detectar o TWEAK no individuo.
Por exemplo, o anticorpo pode ser marcado, e. g., com um
marcador detectdvel por MRI ou um marcador radioactivo. O
individuo pode ser avaliado utilizando um meio para detectar o
marcador detectdvel. Por exemplo, o individuo pode ser sujeito a

varrimento para determinar a localizacdo do anticorpo no
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individuo. Por exemplo, o individuo ¢é sujeito a imagiologia,

e. g., por RMN ou outros meios tomograficos.

Os exemplos de marcadores Uteis para imagens de diagndstico

131 111
I

123 99m
, In, I

incluem marcadores radioactivos tails como , Tc,

32 33 125I 3

P, P, , “H, e e 188Ph, marcadores fluorescentes, tais como
fluoresceina e rodamina, marcadores activos para ressonadncia
magnética nuclear, isdétopos emissores de positrdes detectdveis
por um leitor de tomografia por emissdo de positrdes ("PET"),
substédncia gquimioluminescentes, tal Ccomo a luciferina, e
marcadores enzimdaticos, tal como peroxidase ou fosfatase. Podem
ser também utilizados emissores de radiacgcdao de curto alcance,
tais como os isdétopos detectdveis por sondas detectoras de curto
alcance. O 1ligando de proteina pode ser marcado com esses
reagentes utilizando técnicas conhecidas. Por exemplo, ver
Wensel e Meares (1983) Radioimmunoimaging e Radioimmunotherapy,
Elsevier, Nova Iorque para técnicas relacionadas com a marcacgao

radicactiva de anticorpos e Colcher et al. (1986) Meth. Enzymol.

121: 802-816.

0 individuo pode ser "analisado por imagiologia"™ in vivo
utilizando técnicas conhecidas tal como varrimento radionuclear
utilizando e. g., uma cédmara gama ou tomografia de emissdo. Ver
e. g., A.R. Bradwell et al., "Developments in Antibody Imaging",
Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, R.W.
Baldwin et al., (eds.), P. 65-85 (Academic Press 1985).
Alternativamente, pode ser utilizado um detector de tomografia
transaxial de emissdao de positrdes, tal como o Pet VI localizado
no Brookhaven National Laboratory, onde o marcador radioactivo

emite positrdes (e. g., ‘¢, °r, 0 e N).
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Agentes de Contraste para MRI. A Imagiologia de Ressonéncia
Magnética (MRI) wutiliza RMN para visualizar caracteristicas
internas de individuos vivos e é 1Gtil 9para progndstico,
diagnéstico, tratamento e cirurgia. A MRI pode ser utilizada sem
compostos marcadores radiocactivos com vantagens obvias. Algumas
técnicas de MRI estdao resumidas no documento EPO 502814 A. Em
geral, as diferencas relacionadas com as constantes de tempo de
relaxacdo Tl e T2 dos protdes da &dgua em meios diferentes séo
utilizadas para gerar uma imagem. No entanto, estas diferencgas
podem ser insuficientes para proporcionar 1imagens de alta

resolucgao.

As diferencas nestas constantes de tempo de relaxacao podem
ser intensificadas com agentes de contraste. Os exemplos de tais
agentes de contraste incluem um numero de agentes magnéticos,
agentes paramagnéticos (os quals alteram principalmente T1) e
agentes ferromagnéticos ou superparamagnéticos (os quais alteram
principalmente a resposta T2). Podem ser utilizados quelatos
(e. g., gquelatos de EDTA, DTPA e NTA) para ligar (e reduzir a

toxicidade) de algumas substdncias paramagnéticas (e. g., Fe’’,

Mn?, Gcd’") . Outros agentes podem estar na forma de
particulas, e. g., com menos de 10 pm até cerca de 10 nm de
didmetro). As particulas podem ter propriedades ferromagnéticas,

anti-ferromagnéticas ou superparamagnéticas. As particulas podem
incluir, e. g., magnetite (Fe30,), Vy-Fe,0;, ferrites e outros
compostos de minerais magnéticos dos elementos de transicao. As
particulas magnéticas podem incluir um ou mails cristais
magnéticos com e sem material ndo magnético. O material nao
magnético pode incluir polimeros sintéticos ou naturais (tais

como sepharose, dextrano, dextrina, amido e semelhantes).
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Os anticorpos anti-TWEAK podem ser também marcados com um
grupo indicador contendo o &dtomo de 'F activo em RMN, ou uma
multiplicidade de tais atomos na medida em que
(i) substancialmente todos os atomos de fluor naturalmente
abundantes sao o isdétopo g e, desse modo, substancialmente
todos os compostos contendo  fluor sao activos em RMN;
(ii) muitos compostos polifluorados quimicamente activos, tal
como o anidrido trifluoracético estdo comercialmente disponiveis
a custo relativamente Dbaixo e (iii) se tem determinado gue
muitos compostos fluorados sao medicamente aceitdveis para serem
utilizados em humanos, tais como o0s poliéteres perfluorados
utilizados para transportar oxigénio como substituintes da
hemoglobina. Depois de proporcionar o tempo para incubacgao, é
realizada um MRI de corpo inteiro utilizando um aparelho tal
como um dos descritos por Pykett (1982) Scientific American,
246:78-88 para localizar e obter uma imagem da distribuicao do

TWEAK.

Noutro caso, a divulgagdao proporciona um método para
detectar a presenca de TWEAK numa amostra in vitro (e. g., uma
amostra bioldgica, tal como soro, plasma, tecido, biopsia). O
método particular pode ser utilizado para diagnosticar um
distuarbio, e. g., um distUrbio associado as células imunitédrias.
O método inclui: (i) pdbr a amostra ou uma amostra de controlo em
contacto com o anticorpo anti-TWEAK; e (ii) avaliar a amostra
quanto a presenca de TWEAK, e. g., detectar a formacdo de um
complexo entre o anticorpo anti-TWEAK e o TWEAK, ou detectar a
presenca do anticorpo ou do TWEAK. Por exemplo, o anticorpo pode
ser imobilizado, e. g., num suporte, e & detectada a retencao do
antigénio no suporte, e/ou vice-versa. Pode ser incluida uma
amostra de controlo. Uma alteracao estatisticamente

significativa na formacdao do complexo na amostra relativamente a
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amostra de controlo pode ser indicativa da presenga de TWEAK na
amostra. Em geral, um anticorpo anti-TWEAK pode ser utilizado em
aplicacdes que incluem polarizacao de fluorescéncia,
microscopia, ELISA, centrifugacao, cromatografia e triagem

celular (e. g., triagem celular activada por fluorescéncia).

Exemplo 1

A sequéncia do dominio variadvel da cadeia pesada do P2D10

murideo, com as CDR sublinhadas, é:

1 EVQLVESGGG LVRPGGSLKL FCAASGFTFS RYAMSWVRQS PEKRLEWVAE;

51 I1SSGGSYPYY PDTVTGRFTI SRDNAKNTLY LEMSSLKSED TAMYYCARVL|

101 YYDYDGDRIE VMDYWGQGTA VIVSS (SEQ ID N2: 50)

Este ¢ um dominio varidvel da cadeia pesada do subgrupo 3D

de murideo.

A sequéncia do dominio varidvel da cadeia 1leve do P2D10

murideo, com as CDR sublinhadas, é:

1 DVVMTQSPLS LSVSLGDQAS ISCRSSQSLV SSKGNTYLHW YLQKPGQSPKE
51 FLIYXKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVAAEDLGV YFCSQSTHFP%

101 RTFGGETTLE IK (SEQ ID N¢9: 51)
Esta é uma cadeia leve kappa do subgrupo 2 murideo.
As seqguintes regides estruturais aceitadoras humanas foram

escolhidas para o huP2D10: dominio varidvel da cadeia pesada do

subgrupo 3 do 56-84m humano (base de dados NCBI, numero de
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acesso GI:33318898, Scamurra et al., submissao directa). A

sequéncia com as CDR sublinhadas é como se segue.:

1 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS SYWMSWVRQA PGKGLEWVAI\T_E

51 IKQDGSEKYY VDSVXGRFTI SRDNAKNSLY LQOMNSLRAED TAVYYCAREE

101 MTTVVKPSLA TNDYWGQGTL vTves (SEQ ID N2: 52)

A sequéncia do dominio varidvel da cadeia leve do
subgrupo 2 do K107 humano (base de dados NCBI, numero de
acesso GI: 21669075, Akahori et al., submissdao directa), com as

CDR sublinhadas é:

1 DVVMIQSPLS LPVTPGEPAS ISCRSSQSLL HSNGYNYLDW YLQKPGQSPQ

51 LLIYLGSNRA SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YYCMQALOQTP

101 LTFGGGTKVE IK (SEQ ID Ne: 53)

Nas sequéncias aceitadoras humanas mostradas, as CDR (as
quals estao sublinhadas) sao do mesmo comprimento e classes

candénicas gque aquelas nos dominios variaveis do muP2D10.

A segulr € mostrado o alinhamento dos dominios variaveis da
cadeia pesada do P2D10 murideo (cimo) e 56-84m aceitador humano

(fundo) (68,8% idénticos):

1 EVQLVESGGGLVRPGGSLKLFCAASGFTFSRYAMSWVRQSPEKRLEWVAE 50

L s DT T e

1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVAN 50

51 ISSGGSYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNTLYLEMSSLKSEDTAMYYCARVL 100

| T TE T T e e s L

51 IKQDGSEKYYVDSVKGRFTISRDNARKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP 100

101 YYDYDGDRIEVMDYWGQGTAVIVSS 125 (SEQ ID N2: 54)

L T

101 MTTVVKPSLATNDYWGQGTLVTVSS 125 (SEQ ID N2: 55)
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A seguir é mostrado o alinhamento dos dominios varidveis da
cadeia leve do P2D10 murideo (cimo) e K107 aceitador humano

(fundo) (75,9% idénticos):

1 DVVMTQSPLSLSVSLGDQASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSPK 50

LEVELTLRTEE T PEEETE e T T

1 DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQ 50

51 FLIYXVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVAAEDLGVYFCSQSTHFP 100

AN R AR e s A R I N

51 LLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP 100

101 RTFGGGTTLEIK 112 (SEQ ID N©2: 56)

CTH -1

101 LTFGGGTKVEIK 112 (SEQ ID N°: 57)

Existem duas versdes de cadeia leve no huP2D10 (L1 e L2). O
anticorpo huP2D10-1 refere-se a um anticorpo que inclui a H1l do
huP2D10 e a L1 do huP2D10. O anticorpo huP2D10-2 refere-se a um

anticorpo que inclui a H1 do huP2D10 e a L2 do huP2D10.

A seguir é mostrado o alinhamento do dominio varidavel do
56-84m aceitador humano (cimo) e da cadeia pesada H1 do huP2D10

(fundo) :

1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVAN 50

NN

1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYAMSWVRQAPGKGLEWVAE 50

51 IKQDGSEKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARDP 100

IR .

51 ISSGESYPYYPDTVTGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARVL 100

101 MITVVKPSLATNDYWGQGTLVTVSS 125 (SEQ ID N°2: 58)

HHLTH

101 YYDYDGDRIEVMDYWGQGTLVTVSS 125 (SEQ ID N2o: 59)

As CDR estdo sublinhadas. A cadeia pesada do huP2D10 € um
enxerto de CDR linear (i. e., nao existem retro-mutacdes na

estrutura) .
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A seguir é mostrado o alinhamento do dominio varidvel da
kappa do K107 aceitador humano (cimo) e da cadeia leve L1 do

huP2D10 (fundo) :

1 DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQ 50

IR R s e s I D N ey

1 DVVMTQSPLSLPVITPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSPQ 50

51 LLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP 100

POE T TR e b f-

51 fLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYE£CSQSTHFP 100

101 LTFGGGTKVEIK 112 (SEQ ID N2: 60)

IRRRRANAARR

101 RTFGGGTKVEIK 112 (SEQ ID N°: 61)

As CDR estdo sublinhadas. A cadeia leve L1 do huP2D10 tem
duas retro-mutacgdes que estdo indicadas em minusculas na

estrutura mostrada acima: L46F na FR2 e Y87F na FR3.

A seguir € mostrado o alinhamento do dominio wvariavel do
K107 aceitador humano (cimo) e da cadeia leve L2 do huP2D 10

(fundo) :

1 DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGYNYLDWYLQKPGQSPQ 50

LELELEL VR T T T LT

1 DVVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLVSSKGNTYLHWYLQKPGQSPQ 50 §

51 LLIYLGSNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCMQALQTP 100
POEE LT TR e .

51 LLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTHFP 100

101 LTPGGGTKVEIK 112 (SEQ ID N2: 62)

101 RTFGGGTKVEIK 112 (SEQ ID N9: 63)

-

As CDR estao sublinhadas. A cadeia leve L2 do huP2D10 é um

enxerto de CDR linear (sem retro-mutacdes na estrutura).
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Esta é uma sequéncia de aminodacidos

pesada do huP2D10 H1 IgGl maduro:

da cadeia pesada (SED ID N°:

leve

51

101

151

201

251

301

351

401

EVQLVESGGG

ISSGGSYPYY

YYDYDGDRIE

GCLVKDYFPE

LGTQTYICNV

FPPKPKDTLM

EEQYNSTYRV

PREPQVYTLP

TTPPVLDSDG

LVQPGGSLRL
PDTVTGRFTI
VMDYWGQGTL
PVTVSWNSGA
NHKPSNTKVD
ISRTPEVTCV
VSVLTVLHQD
PSRDELTKNQ

SFFLYSKLTV

SCAASGFTFS

SRDNAKNSLY

VTVSSASTKG

LTSGVHTFPA

KKVEPKSCDK

VVDVSHEDPE

WLNGKEYKCK

VSLTCLVKGF

DKSRWQQGNV

RYAMSWVRQA
LOMNSLRAED
PSVFPLAPSS
VLQSSGLYSL
THTCPPCPAP
VKFNWYVDGV
VSNKALPAPI
YPSDIAVEWE

FSCSVMHEAL

ilustrativa da cadeia

PGKGLEWVAE
TAVYYCARVL
KSTSGGTAAL
SSVVTVPSSS
ELLGGPSVFL
EVHNAKTKPR
ERKTISKAKGQ
SNGQPENNYK

HNHYTQKSLS

451 LSPG (SEQ ID N2: 64)

A numeracdo de Kabat para o segmento Vg do dominio variavel

65) € mostrada abaixo:

N° Kabat 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 12345678390
hp2D10 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFTFS RYAMSWVRQA PGKGLEWVAE
N° Rabat 12a3456789 0123456789 0123456789 012abc3456 78501234
hpP2D10 ISSGGSYPYY PDTVTGRFTI SRDNAKNSLY LOMNSLRAED TAVYYCAR

Esta é uma sequéncia de aminoadcidos ilustrativa da cadeia

L1l do huP2D10 maduro:

1 DVVMTQSPLS LPVTPGEPAS ISCRSSQSLV SSKGNTYLHW YLQKPGQSPQ

51 FLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YFCSQSTHFP

101 RTFGGGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK

151 - VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE

201 VTHQGLSSPV TKSFNRGEC (SEQ ID N2: 66)
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A numeracdo de Kabat para este segmento V, é mostrada abaixo

(SEQ ID N°: 67):

N° Kabat
hP2D10

N° Kabat
hP2D10

Esta é uma sequéncia de aminodacidos

1234567890 1234567890 1234567abc deB89012345 6789012345
DVVMTQSPLS LPVTPGEPAS ISCRSSQSLV SSKGNTYLHW YLQKPGQSPQ

6789012345 6789012345 6789012345 6789012345 6789012345
FLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YFCSQSTHFP

leve L2 do huP2Dl10 maduro:

ilustrativa da cadeia

1 DVVMTQSPLS LPVTPGEPAS ISCRSSQSLV SSKGNTYLHW YLQKPGQSPQ

51

101

151

LLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YYCSQSTHFP
RTFGGGTKVE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK

VQWKVDNALQ SGNSQESVTE QDSKDSTYSL SSTLTLSKAD YEKHKVYACE

201 VTHQGLSSPV TKSFNRGEC (SEQ ID N2: 68)

A numeracao de Kabat para este segmento V; é mostrada abaixo

(SEQ ID N°: 69):

N° Kabat
hp2D10

N° Kabat
hP2D10

Exemplo 2

O anticorpo monoclonal de blogqueio para o IWEAK,

reduziu significativamente a gravidade clinica em modelos

1234567890 1234567890 1234567abc de89012345 6789012345
DVVMTQSPLS LPVIPGEPAS ISCRSSQSLV SSKGNTYLHW YLQKPGQSPQ

6789012345 6789012345 6789012345 6789012345 67895012345
LLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YFCSQSTHFP

mP2D10,

de

esclerose multipla, acidente vascular cerebral e artrite
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reumatica. Foi modelada a farmacocinética (PK) do anticorpo
monoclonal anti-TWEAK, mP2D10, apds administracao intravenosa

(IV).

O mP2D10 foi administrado em ratinhos a 1, 10 ou 100 mg/kg
via injecgdo IV. Foram determinadas as concentracgdes de mP2D10
no soro utilizando ELISA. O perfil PK concentracdo-tempo foi
analisado wutilizando um modelo de dois compartimentos com
eliminacdo de primeira ordem ou eliminagdao de Michaelis-Menten
do compartimento central com um volume de V1. As constantes de
velocidade entre os dois compartimentos foram K12 (saida do
compartimento 1 para o 2) e K21 (saida do compartimento 2 para o
1). Para o modelo de eliminacdao de ©primeira ordem, a
constante da velocidade de eliminacao foi K10. Para o modelo de
eliminacdo de Michaelis-Menten, o farmaco foi eliminado a
velocidade de Vm*Cl/(Km+Cl), em que, Cl foi o mP2D10 a
concentragao no compartimento central, Vm e Km foram constantes.
Os dados foram adaptados com 0 software ADAPT IT
(D'Argenio, D.Z. e A. Schumitzky. ADAPT II User's Guide:
Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Systems Analysis Software.
Biomedical Simulations Resource, Los Angeles, 1997.) utilizando

o0 procedimento de estimativa de Maxima Probabilidade.

Para o modelo de eliminacao linear de dois compartimentos,
Vvl foi 23,2 mL/kg, K10 foi 0,0096 h-1, o K12 foi 2,501 e K21 foi
1,053. O valor da &rea sob a curva (AIC) foi 298 e o valor de
Schwarz foi 304,2. Para o modelo de eliminag¢do nédo linear de
dois compartimentos, o V1 foi 0,0235. 0 vm foi 9,22 mg/kg/h, o
Km foi 484,2 pg/mL. O K12 foi 2,348 h-1 e o K21 foi 0,966 h-1. O
valor da AIC foi 269 e o valor de Schwarz foi 276. A PK do
mP2D10 foi melhor prevista por um modelo nao linear do gque por

um modelo linear.
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Os perfis concentracao—-tempo do mP2D10 foram melhor
previstos por um modelo de dois compartimentos com eliminacgao de

Michaelis-Menten do que com eliminacdao de primeira ordem.
Os especialistas na técnica reconhecerdo ou serao capazes
de averiguar muitos equivalentes das formas de realizacéo

especificas aqui descritas, utilizando nao mais do que

experimentacgao de rotina.

Lisboa, 25 de Agosto de 2014

65



REIVINDICACOES

Proteina isolada compreendendo uma sequéncia do dominio
varidvel da cadeia pesada de imunoglobulina e uma sequéncia
do dominio varidvel da cadeia leve de imunoglobulina que
pode formar um sitio de ligacdo de antigénio que se liga ao
TWEAK humano (indutor fraco da apoptose semelhante ao TNF),

em que:

(a) a sequéncia do dominio varidvel da cadeia pesada
da proteina compreende as seguintes regides

determinantes de complementaridade (CDR) :

CDRH1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

GFTFSRYAMS (SEQ ID N°: 1);

CDRH2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos:

EISSGGSYPYYPDTVTG (SEQ ID N°: 2); e

CDRH3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

VLYYDYDGDRIEVMDY (SEQ ID N°: 3); e

(b) a sequéncia do dominio varidvel da cadeia leve da

proteina compreende as seguintes CDR:

CDRL1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

RSSQSLVSSKGNTILH (SEQ ID N°: 8);

CDRL2 compreendendo a sequéncia de aminodcidos:

KVSNRFS (SEQ ID N°: 9); e



CDRL3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos:

SQSTHFPRT (SEQ ID N°: 10).

Proteina da Reivindicacadao 1, em que a proteina ¢é uma IgG

inteira, recombinante.

Proteina da Reivindicacdo 1, em que a proteina compreende

uma regido Fc humana.

Proteina da Reivindicacao 1, em que a proteina compreende
uma regiao Fc¢ humana com uma ou mais substituigdes de
aminodcidos na sequéncia de aminodcidos de tipo selvagem da

regiao Fc.

Proteina da Reivindicacdo 1, em que a proteina ¢ um Fab ou

schkv.

Proteina da Reivindicacdao 1, em que a proteina compreende
regides estruturais que sdo pelo menos 90% idénticas as

regides estruturais da linha germinal humana.

Proteina da Reivindicacao 1, em que a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia leve da proteina compreende regides
estruturais que sao pelo menos 95% idénticas a uma

sequéncia da linha germinal do subgrupo Vxkl.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gue a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia leve da proteina compreende regides
estruturais que sdo pelo menos 95% idénticas a sequéncia

DPK9.



10.

11.

12.

13.

14.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gue a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia leve da proteina compreende regides
estruturais que sado pelo menos 95% idénticas a uma
sequéncia seleccionada das sequéncias definidas nas

SEQ ID N°: 17, 19, 22, 23, 25, 26, 51, 61 e 63.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gue a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia leve da proteina compreende regides
estruturais que sao idénticas a uma sequéncia seleccionada
das sequéncias definidas nas SEQ ID N°: 17, 19, 22, 23, 25,
26, 51, 61 e 63.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gque a sequéncia do dominio
varidavel da cadeia pesada da proteina compreende regides
estruturais que sao pelo menos 95% idénticas a uma

sequéncia da linha germinal do subgrupo VH I.

Proteina da Reivindicacdao 1, em que a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia pesada da proteina compreende regides
estruturais que sdo pelo menos 95% idénticas a sequéncia da

linha germinal DP-54.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gue a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia pesada da proteina compreende regides
estruturais que sao pelo menos 95% idénticas a uma
sequéncia seleccionada das sequéncias definidas nas

SEQ ID N°: 27-43, 46-50 e 59.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gue a sequéncia do dominio
varidvel da cadeia pesada da proteina compreende regides
estruturais que sao idénticas a uma sequéncia seleccionada

das sequéncias definidas nas SEQ ID N°: 27-43, 46-50 e 59.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

Proteina da Reivindicacao 1, em que a sequéncia da cadeia
pesada da proteina compreende a sequéncia definida na
SEQ ID N°: 64 e a sequéncia da cadeia 1leve da proteina
compreende a sequéncia definida na SEQ ID N°: 66 ou

SEQ ID N°: 68.

Proteina da Reivindicacao 15, em que a sequéncia da cadeia
leve da proteina compreende a sequéncia definida na

SEQ ID N°: 68.

Proteina da Reivindicacdo 1, em gque a proteina esta
funcionalmente ligada a uma ou mals outras entidades

moleculares.

Proteina da Reivindicacdao 17, em gue a uma ou mais outras
entidades moleculares sao seus anticorpos ou fragmentos de

ligacao a antigénio.

Composigdo farmacéutica compreendendo uma proteina de
acordo com qualguer reivindicacao anterior e um veiculo

farmaceuticamente aceitdavel.

Método para proporcionar a proteina de qualquer uma das

reivindicagdes 1-18, em que o método compreende:

(1) proporcionar uma célula hospedeira que contém
sequéncias de 4dcidos nucleicos recombinantes para

expressar a proteina; e

(ii) manter a célula em condic¢des nas quais a proteina

é expressa.



21.

22.

23.

24.

25.

Método da Reivindicacdao 20 compreendendo ainda isolar a
proteina e formular a proteina com um veiculo

farmaceuticamente aceitdvel.

Proteina de qualquer uma das Reivindicagdes 1-18 ou a
composicao farmacéutica da reivindicagao 19, ©para ser

utilizada no tratamento de um disturbio auto-imune.

Proteina de qualquer uma das Reivindicagdes 1-18 ou a
composicao farmacéutica da reivindicacao 19, para ser

utilizada no tratamento de artrite reumatdide.

Proteina de qualgquer uma das Reivindicagdes 1-18 ou a
composigao farmacéutica da reivindicacado 19, para ser

utilizada no tratamento de esclerose multipla.
Proteina de qualquer uma das Reivindicagdes 1-18 ou a

composigao farmacéutica da reivindicagao 19, ©para ser

utilizada no tratamento de acidente vascular cerebral.

Lisboa, 25 de Agosto de 2014
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