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RESUMO

ANTICORPOS ANTI-IL-6, COMPOSICOES, METODOS E UTILIZAGOES

A presente invencdo refere-se a, pelo menos, um novo
anticorpo qguimérico, humanizado ou enxertado em RDC anti-
IL-6 derivado a partir do anticorpo murino CLB-8, incluindo
dcidos nucleicos isolados que codificam pelo menos um
destes anticorpos anti-IL-6, vectores, células hospedeiras,
animais transgénicos ou plantas, métodos de preparacdo e
utilizacdo do mesmo, incluindo composicdes terapéuticas,

métodos e dispositivos.



DESCRICAO
ANTICORPOS ANTI-IL-6, COMPOSICOES, METODOS E UTILIZACOES

ANTECEDENTES DA INVENCAO

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a anticorpos, incluindo
porcdes ou variantes especificadas, especificos para, pelo
menos, uma proteina interleucina-6 (IL-6 também conhecido
como interferdo (2) ou fragmento, bem como &dcidos nucleicos
que codificam para estes anticorpos anti-IL-6, &cidos
nucleicos complementares, vectores, células hospedeiras e
métodos de fabrico e utilizacdo dos mesmos, incluindo as

formulacdes terapéuticas, administracdo e dispositivos

TECNICA RELACIONADAS

A interleucina-6 (IL-6) é uma citoquina prdé-inflamatdria,
que é produzida por muitos tipos de células diferentes. In
vivo, o0s mondcitos estimulados, os fibroblastos e as
células endoteliais representam as principais fontes de IL-
6. Outras células tais como macréfagos, linfécitos T e B,
granulébécitos, queratindcitos, células mastro, osteoblastos,
crondrocitos, células gliais, e células do musculo 1liso
também produzem IL-6 apds a estimulacdo (Kishimoto, T.,
Blood 74:1-10 (1989) e ZKurihara, N. et al., J. Immunology
144:4226-4230 (1990)). Muitas células tumorais também
produzem IL-6 (Smith, P.C. et al. Cytokine and Growth
Factor Reviews 12:33-40 (2001)) e, recentemente, a IL-6 foi
indicada para ser um fator progndéstico para a progressdo do
cancro da préstata (Nakashima, J. et al. Clinical Cancer
Research 6:2702-2706 (2000)). A producdo de IL-6 pode ser
regulada pela préopria IL-6 e, dependendo do tipo de célula,

a IL-6 pode estimular ou inibir a sua prépria sintese.



A IL-6 pode ligar-se ao receptor IL-6 expresso em células B
ativadas por mitogénio, células T, mondécitos periféricos, e
em certos tumores (Ishimi, Y. et al., J. Immunology
145:3297-3303 (1990)). O receptor da IL-6 tem, pelo menos,
dois componentes diferentes, e é composto por uma cadeia
alfa chamada gp80 que ¢é responsavel pela ligacdo da IL-6 e
uma cadeia beta designado gpl30 que ¢é necesséaria para a
transducdo de sinal (Adebanjo, 0. et al., J. Cell Biology
142:1347-1356 (1998) e Poli, V. et al. EMBO 13:1189-1196
(1994)). A familia de citoquinas gque inclui a IL-6, LIF,
oncostatina M, IL-11, CNTF, CT-1 e todos o0s sinais através
da gpl30 apds a ligacdo aos seus receptores cognatos. Além
disso, todos os membros da familia de citogquinas da IL-6
podem induzir a expressdo de proteinas hepdticas de fase
aguda (Bellido, T. et al. J. Clin. Investigation 97:431-
437 (1996)) .

Existem pelo menos duas principais funcgdes bioldgicas de
IL-6: mediacdo de proteinas de fase aguda e acdo como um
factor de diferenciacdo e ativacdo (Avvisti, G. et ai.,
Baillieres Clinical Hematology 8:815-829 (1995) e Poli, V.
et al. EMBO 13:1189-1196 (1994)). As proteinas de fase
aguda sdo conhecidas para regular as respostas imunes,
mediar a inflamacdo, e desempenham um papel na remodelacéo
de tecidos. Como um factor de diferenciacdo e ativacédo, a
IL-6 induz as <células B a diferenciar e segregar
anticorpos, induz as células T para se diferenciarem em
células T citotdxicas, ativa factores de sinalizacéo
celular e promove a hematopoiese (Ishimi, Y. et al., J.
Immunology 145:3297-3303 (1990)) . A IL-6 esta
proeminentemente envolvida em muitas funcdes corporais
criticas e processos. Como resultado, 0S Processos

fisioldégicos, incluindo o metabolismo do 0sso, a



transformacéo neoplésica, e as respostas imunes e
inflamatdérias podem ser melhoradas, suprimidas ou
prevenidas pela manipulacdo da atividade bioldégica de IL-6
in vivo, por meio de um anticorpo (Adebanjo, 0. et al., J.

Cell Biology 142:1347-1356 (1998)).

Embora a IL-6 esteja envolvida em muitas vias, os ratinhos
knockout IL-6 tem um fendtipo normal, sdo vidveis e
férteis, e esses animais mostram uma ligeira diminuicdo do
nimero de células T e diminuicdo da resposta a proteinas de
fase aguda na lesédo do tecido (Kopf M et al, Impaired imune
anda cute-phase responses in interleukin-6-deficient mice,
Nature, 368 (6469):339-42, 1994). Em contraste, os ratinhos
transgénicos que sobre expressam a IL-6 desenvolvem doencgas
neuroldbégicas, tais como a neurodegeneracdo, astrocitose,
vasculogénese cerebral, e estes ratinhos n&o desenvolvem
uma barreira hemato-encefdlica (Campbell et al., Neurologic
Disease Induced in Transgenic Mice by Cerebral
Overexpression of Interleukin 6 PNAS 90: 10061-10065.
1993).

Estudos recentes indicaram gque um anticorpo monoclonal
contra a IL-6 pode inibir in vivo o crescimento de tumores
da prdstata (Smith, PC e Keller, ET, The Prostate in press
e Okamoto, M. et al., Cancer Research 57:141-146 (1997) e
carcinoma de células renais (Weissglas, M. et al., The
Journal of Urology 153:554-557 (1995)). Em adicdo a um
efeito direto sobre o crescimento do tumor, bloqueando a
producdo de IL-6 também pode quimio-sensibilizar e aumentar
a eficédcia citotdxica (Smith, PC et al. Cytokine and Growth
Factor Reviwes 12:33-40 (2001)) . Colectivamente, a

literatura ensina-nos que o bloqueio da atividade da IL-6



pode inibir a degradacdo do osso, o crescimento do tumor e

a caquexia do cancro.

Imunoterapia passiva, utilizando anticorpos nédo-humanos,
policlonais (por exemplo, anti-soros) ou monoclonais (Mab)
e seus fragmentos (por exemplo, dos prdéprios produtos de
digestdo proteolitica) sdo potenciais agentes terapéuticos
que estdo a ser desenvolvidos <como tratamentos para
diversas doencas. No entanto, os anticorpos compostos de
porcdes ndo-humanas sdo conhecidos por provocar uma
resposta imunitdria quando administrados a seres humanos.
Esta resposta imunitdria torna a administracdo do anticorpo
repetida inadequada para a terapia e pode resultar num
complexo imunitdrio de depuracdo mediada pelos anticorpos
em circulacédo, reduzindo, assim, o beneficio terapéutico
para o0s pacientes. Exemplos de condigdes gue podem ser
atribuidas ao repetir a administracdo de anticorpos
compostos por fraccdes ndo-humanas sdo a doenca do soro e

anafilaxia.

Numa tentativa para evitar estes e outros problemas, uma
série de abordagens, incluindo a quimerizacdo e
"humanizacéao" foram realizadas para reduzir a
imunogenicidade dos anticorpos/fragmentos. Estas abordagens
tém produzido anticorpos com imunogenicidade <reduzida.
Estes anticorpos sdo substancialmente de origem humana, com
apenas as regides determinantes de complementaridade (CDR)
e certas residuos quadro que a influenciam a conformacédo
CDR a serem de originais ndo humanos. Os novos anticorpos
monoclonais humanos ou humanizados sdo, portanto,
particularmente Uteis isoladamente ou em combinacdo com

moléculas existentes para utilizacdes imunoterapéuticas.



Por conseguinte, existe uma necessidade de proporcionar uma
elevada afinidade, neutralizando os anticorpos guiméricos,
ou humanos para a IL-6 ou os seus fragmentos qgque superem
uma mais destes problemas, assim como melhoramentos em
relacdo a anticorpos conhecidos ou fragmentos dos mesmos,
para utilizacdo na prevencdo, tratamento, melhoria, ou para

o diagnéstico de condig¢des relacionadas com a IL-6.

Os anticorpos monoclonais de ratinho para a producdo de IL-
6 a partir de uma linha de células de hibridoma séo
conhecidos, por exemplo, nas Patentes US 5618700 e 6086874.
A Patente Us 5856135 descreve anticorpos humanos
remodelados para IL-6 humana guiados a partir de um
anticorpo monoclonal de ratinho SK2 em que as regides
determinantes de complementaridade (CDR) da regido variéavel
do anticorpo de ratinho SK2 s&o transplantadas para a
regido variadvel de um anticorpo humano e Jjuntas a regido

constante de um anticorpo humano.

Outros anticorpos monoclonais de murino foram descritos e
classificados como neutralizantes, que impedem a ligacdo do
receptor, ou ndo-neutralizantes (Brakenhoff et al, J.
Immunol. (1990) (145:561). Entre este grupo de anticorpos
neutralizantes de anticorpos monoclonais para IL-6 pode ser
dividido em dois grupos; e o0s epitopos putativos na
molécula de IL-6 dos sitios I e II designados. O sitio I
impede a ligacdo a gp80 (IL6R) e, portanto, evita a
ativacdo de gpl30. O epitopo do sitio I foi ainda
caracterizado como compreendendo regides de ambas as
porcdes de terminais amino e terminais carboxi da molécula
de IL-6. Os ligantes do sitio II evitam a ativacdo de gpl30
e, portanto, podem reconhecer um epitopo conformacional

envolvido na sinalizacéo.



Um anticorpo guimérico de IL-6 é discutido em van Zaanen et
al., British Journal of Hematology (1998) (783-790). E
conhecido o anticorpo monoclonal IL-6 de murino referido
como CLB-6/8 ou CLB-8, que possuil uma alta afinidade para
IL-6 ligado ao epitopo do sitio I, (Brakenhoff et al,
supra), mas os dominios de ligacdo ao antigénio (regides
CDR) deste anticorpo nédo sdo conhecidos. Como descrito
acima, no entanto, o anticorpo de murino, ¢ altamente
imunogénico em humanos e o seu valor terapéutico, por
conseguinte, limitado. Existe, portanto, uma necessidade
continuada de anticorpos anti-IL-6, que exibam uma

afinidade elevada e um perfil farmacéutico favoravel.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo proporciona anticorpos anti-IL-6
isolados quiméricos, tendo uma regido variavel de cadeia
pesada de SEQ ID N°: 7 e uma regido variével de cadeia leve
de SEQ ID N°: 8, bem como composicdes de anticorpos anti-
IL-6, que codificam ou complementam os &cidos nucleicos,
vectores, células hospedeiras, composicdes, formulacdes,
dispositivos, animais transgénicos, plantas transgénicas
com eles relacionados, e métodos de fabrico e utilizacéo
dos mesmos, como aqui descrito e ativado, em associacdo com
o que ¢ conhecido na técnica. O anticorpo da presente
invencdo neutraliza especificamente a IL-6 humana com

elevada afinidade.

A invencdo proporciona um anticorpo quimérico ou um
fragmento de anticorpo capaz de inibir a IL-6 humana que
compreende uma regido de cadeia variavel pesada da SEQ ID

N°: 7 e uma regido variavel de cadeia leve da SEQ ID N°: 8.



A  invencdo também proporciona um Acido nucleico gue

codifica o anticorpo da invencéo.

A invencdo também proporciona um vector e uma célula

hospedeira compreendendo o acido nucleico da invencéo.

A invencdo também proporciona um método para produzir pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 ou um fragmento de anticorpo,
que compreende a traducdo de um acido nucleico da invencéo,
sob condig¢des in vitro, in vivo ou in situ, de tal modo que
o) anticorpo anti-IL-6 ou fragmento é expresso em

quantidades detectédveis ou recuperaveis.

A invencdo proporciona também o anticorpo da invencgdo para

utilizacdo em terapia.

A invencdo proporciona também composicdes, dispositivos
médicos e artigos de manufactura qgue compreendem 0

anticorpo da invencgéo.

A invencdo também proporciona um método para produzir o
anticorpo da invencdo, que compreende a transfeccdo de uma
célula hospedeira ou animal transgénico n&do humano ou
planta transgénica ou célula vegetal capaz de expressar em
quantidades recuperédveis o referido anticorpo com uma
molécula de 4cido nucleico gque codifica para tais
anticorpos e recuperar a anticorpo da célula, animal ou

vegetal.



A invencdo também proporciona um animal transgénico né&o-

humano ou planta expressando o anticorpo da invencéo.

A presente invencdo proporciona, pelo menos, um anticorpo
CLB-8 anti-IL-6 isolado humano-rato quimérico, humanizado
ou enxertado em CDR ("anticorpo cCLB-8"), <como aqui
descrito. O anticorpo cCLB-8 aqui descrito inclui qualquer
molécula de proteina ou péptido que compreende pelo menos
uma regido determinante de complementaridade (CDR) de uma
cadeia pesada ou leve ou uma porcdo de ligacdo ao ligando
do mesmo, derivado do anticorpo monoclonal murino CLB-8, em
combinacdo com uma regido constante de cadeia pesada ou de
cadeia leve, uma regido de estrutura, ou qualquer porcdo do
mesmo, que pode ser incorporada num anticorpo da presente
invencdo. E aqui revelado um anticorpo quimérico anti-IL-6,
que compreende duas cadeias leves e duas cadeias pesadas,
cada uma das cadeias compreendendo, pelo menos, parte de
uma regido constante humana e pelo menos parte de uma
regido variavel (V) a partir de derivados do anticorpo
monoclonal murino CLB8 tendo especificidade para 1IL-6
humana, ligando o referido anticorpo com elevada afinidade,
a um epitopo inibidor e/ou neutralizante da IL-6 humana,
como o anticorpo cCLB-8. Fragmentos ou um derivado de um
tal anticorpo, tal como uma ou mais porc¢des da cadeia do
anticorpo, como a constante de cadeia pesada, as regides de
diversidade, de unido ou varidvel, ou a constante de cadeia

leve, regides variaveis ou de unido sdo aqui divulgados.

O anticorpo pode compreender, pelo menos, uma pPOrcao
especifica de pelo menos uma regido determinante de
complementaridade (CDR) (por exemplo, CDR1, CDR2 ou CDR3 da
regido variavel de <cadeia pesada ou leve) derivado do

anticorpo monoclonal murino CLB-8, e/ou pelo menos uma

8



regido de estrutura constante ou variadvel ou qgualquer
porcdo da mesma. A sequéncia de aminodcidos de anticorpo
pode ainda compreender, opcionalmente, pelo menos uma
substituicdo especifica, insercdo ou delecdo, tal como aqui

descrito ou como conhecido na técnica.

Os anticorpos incluem aqueles anticorpos qguiméricos,
humanizados e/ou enxertados com CDR, gque irdo inibir
competitivamente a ligacdo in vivo de IL-6 humana de anti-
IL-6 murino CLB-8, anti-IL-6 CLB-8quimérico, ou de um
anticorpo possuindo substancialmente as mesmas
caracteristicas de ligacdo, bem como os seus fragmentos e

regides.

Os anticorpos aqui descritos ligam epitopos reconhecidos
por CLB-8 e cCLB-8, gque estdo incluidos no sitio I do
epitope como descrito por Brackenhoff et al. (supra). Os
métodos preferidos para determinar a especificidade do
anticorpo monoclonal e a afinidade por inibicdo competitiva
podem ser encontrados em Harlow et al, Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1988). Pelo menos um dos
anticorpos aqui descrito liga-se, pelo menos, a um epitopo
especificado especifico para a IL-6 humana da proteina,
subunidade, fragmento, ou porcdo de uma combinacdo destes,
em que o anticorpo monoclonal CLB-8 se liga. O epitopo
pode compreender, pelo menos, uma regido de ligacdo do
anticorpo para o qual o anticorpo CLB-8 se 1liga, cujo
epitopo ¢é de preferéncia constituido por pelo menos 1-5
aminoacidos de pelo menos uma porcdo do mesmo, tais como,
mas ndo limitados a, pelo menos, um dominio funcional,

extracelular, soluvel, hidrofilico, externo ou



citoplasmatico da proteina humana IL-6, ou gqualguer parte

dela.

Um anticorpo anti-IL-6-8 c¢CLB isolado de mamiferos
incluindo pelo menos uma regido varidvel compreendendo a
SEQ ID N°: 7 ou 8 e as sequéncias de &4cido nucleico que os

codifica (SEQ ID N°: 15 ou 16) sdo aqui divulgados.

Um anticorpo anti-IL-6cCLB-8 isolado de mamifero, que
compreende (i) a totalidade das regides determinantes de
complementaridade (CDR) da cadeia pesada de sequéncias de
aminodcidos das SEQ ID N°s: 1, 2 e 3 e as sequéncias de
dcidos nucleicos que as codificam (SEQ ID N°s: 9-11); ou
(ii) todas as CDR de <cadeia leve das sequéncias de
aminoacidos das SEQ ID N°s: 4, 5 e 6 e as sequéncias de
dcidos nucleicos gque os codificam (SEQ ID N°s: 12-14)

também sdo aqui divulgados.

Um anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 1isolado de mamifero, que
compreende pelo menos uma CDR de cadeia pesada ou cadeia
leve possuindo a sequéncia de aminoacidos de pelo menos uma
das SEQ 1ID. N°s: 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 e as sequéncias de
acidos nucleicos que os codificam (SEQ ID N°s: 9-14) também

¢ aqui descrito.

Um anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 de mamifero isolado,
quimérico, humanizado ou enxertado com CDR, que compreende
pelo menos uma CDR humana, em gue o anticorpo se 1liga
egpecificamente pelo menos a um epitopo compreendendo pelo
menos 1-3 aminodcidos do epitopo de IL-6 humana a qual o

anticorpo CLB-8 se liga é também aqui divulgado.
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Pelo menos, um anticorpo pode ainda opcionalmente ligar a
IL-6 com uma afinidade (Ky) de pelo menos 1077 M,
preferivelmente pelo menos 107! M, e/ou, pelo menos,
neutralizar essencialmente uma atividade de pelo menos uma
proteina IL-6. Numa concretizacdo preferida, o anticorpo
liga-se a IL-6 com uma afinidade (Ky) de pelo menos 1x107*!
M, preferencialmente de 5 X 1074 que neutraliza a IL-6

humana.

Sdo também aqui divulgados sdo moléculas de &cido nucleico
isoladas compreendendo, complementares, ou hibridando com,
um polinucleotideo que codifica os anticorpos anti-IL-6
especificos acima mencionados, incluindo pelo menos uma
sequéncia especificada, dominio ©porc¢do ou variante. A
presente invencdo proporciona ainda vectores recombinantes
que incluem anti-IL-6, anticorpos de moléculas de &cido
nucleico da invencdo, células hospedeiras que contenham
tais A4cidos nucleicos e/ou vectores recombinantes, assim
como os métodos de fazer e/ou utilizar tais anticorpos de
dcidos nucleicos, vectores e/ou células Thospedeiras.
Assim, a invencdo compreende um acido nucleico isolado gue
codifica um anticorpo anti-IL-6-8 c¢cCLB da invencdo; um
vector de &cido nucleico isolado compreendendo o &cido
nucleico isolado e/ou uma célula hospedeira procaridtica ou
eucaridética compreendendo o A&cido nucleico isolado. A
célula hospedeira pode ser, opcionalmente, pelo menos uma
selecionada a partir de células CO0S-1, COS-7, HEK293,
BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653, SP2/0, 293, HeLa, células
de mieloma ou células de linfoma, ou qualquer derivado,
imortalizado ou transformada da mesma célula. Também &
fornecido um método para produzir pelo menos um anticorpo
anti-IL-6-8 cCLB da invencdo, que compreende a traducdo do

anticorpo que codifica o &cido nucleico sob condic¢des in

11



vitro, in vivo ou in situ, de tal modo que o anticorpo IL-6

é expresso em quantidades detectédveis ou recuperéveis.

Um anticorpo anti-idiotipo IL-6 ©para, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 da presente invencdo ¢ aqui
divulgado. O anticorpo anti-idiotipo inclui qualguer
proteina ou péptido contendo uma molécula que compreende
pelo menos uma porcdo de uma molécula de imunoglobulina,
tal como, mas ndo limitada a, pelo menos, uma regido
determinante de complementaridade (CDR) de uma cadeia
pesada ou leve ou uma porcdo de ligacdo de ligando da
mesma, uma regido varidvel de cadeia pesada ou de cadeia
leve, uma regido constante de cadeia pesada ou de cadeia
leve, uma regido de estrutura, ou dqualquer parte das
mesmas, que podem ser incorporados num anticorpo anti-
idiotipo para o anticorpo da presente invencdo. Um
anticorpo anti-idiotipo pode incluir ou ser derivado de
qualquer mamifero, tal como, mas ndo limitado a um humano,

um rato, um coelho, um roedor, um primata, e semelhantes.

Aqui reveladas sdo também as moléculas de &acido nucleico
isoladas compreendendo, complementando, ou hibridando com,
um polinucledétideo que codifica pelo menos um anticorpo
anti-idiotipo IL-6, compreendendo pelo menos uma sequéncia
especificada, dominio porcdo ou sua variante, e vectores
recombinantes compreendendo os referidos anticorpos anti-
idiotipo IL-6 que codificam moléculas de &cidos nucleicos,
células hospedeiras gque contenham tais &cidos nucleicos
e/ou vectores recomblnantes, assim como os métodos de
fabricacdo e/ou wutilizacdo de tails anticorpos anti-
idiotipos de acidos nucleicos, vectores e/ou células

hospedeiras.
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A presente invencdo proporciona também, pelo menos, um
método para a expressdo de pelo menos um anticorpo anti-IL-
6 acima mencionado, numa célula hospedeira, compreendendo a
cultura de uma célula hospedeira, como aqui descrito, sob
condi¢des em que pelo menos um anticorpo anti-IL-6 &

expresso em quantidades detectédveis e/ou recuperédveis.

Também ¢é fornecido um método para produzir pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 isolado da presente invencéo,
compreendendo o fornecimento de um animal transgénico ou
planta transgénica ou célula vegetal capaz de expressar o
anticorpo em quantidades recuperaveis. Proporcionado,
ainda, na presente invencdo é pelo menos um anticorpo anti-

IL-6 produzido pelo método acima descrito.

A presente invencdo proporciona também pelo menos uma
composicdo que compreende (a) um anticorpo anti-IL-6-8 cCLB

isolado codificando o é&cido nucleico e/ou o anticorpo da

invencdo; e (b) um transportador ou diluente adequado. 0
transportador ou diluente pode ser, opcionalmente,
farmaceuticamente aceitéavel, de acordo com 0s

transportadores ou diluentes conhecidos. A composicido pode
compreender ainda, opcionalmente, pelo menos, um outro

composto, proteina ou composicdo.

A presente invencdo ainda fornece, pelo menos, um anticorpo
anti-IL-6 cCLB-38 ou composicédo de anticorpo, para
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz
para modular ou tratar pelo menos uma patologia relacionada
com IL-6 numa célula, tecido, oérgdo, animal ou paciente
e/ou, antes de, subsequente a, ou durante um estado

relacionado, como conhecido na técnica e/ou como aqui
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descrito. Um método para o diagndéstico ou tratamento de
uma condicdo relacionada com IL-6 numa célula, tecido,
brgéo ou animal, compreendendo o) contacto ou a
administracéao de uma composicéo compreendendo uma
quantidade eficaz de pelo menos um anticorpo anti-IL-6-8
cCLB isolado da invencdo com, ou para, a célula, tecido,
brgdo ou animal, é aqui divulgado. 0O método pode ainda
compreender, opcionalmente, a utilizacdo de uma quantidade
eficaz de 0,001-50 mg/kg das células, tecido, dérgdo ou
animal. O método pode ainda compreender, opcionalmente, a
utilizacdo do contacto ou a administracdo de, pelo menos,
um modo selecionado de entre parentérico, subcuténeo,

intramuscular, intravenosa, intrarticular, intrabronqguial,

intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso,
intracavitéario, intracelial, intracelebelar,
intracerebroventricular, intracdlico, intracervical,
intragastrico, intra-hepético, intramiocardial,
intraosteal, intrapélvico, intrapericérdico,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostéatico,

intrapulmonar, intra-rectal, intra-renal, intra-retiniano,
intraespinal, intra-sinovial, intratorécico, intra-uterino,
intravesical, bolus, wvaginal, rectal, bucal, sublingual,
intranasal ou transdérmico. 0 método pode ainda,
opcionalmente, compreender a administracéo, antes,
simultaneamente ou depois de contactar o anticorpo ou a
administracdo de pelo menos uma composicdo que compreende
uma quantidade eficaz de pelo menos um composto ou uma
proteina selecionada a partir de, pelo menos, um de um
marcador detectédvel ou um repdrter, um antagonista de TNF,
um antirreumdatico, um relaxante muscular, um narcdtico, um
fadrmaco droga anti-inflamatdé4rio ndo-esterdide (NSAID), um
analgésico, um anestésico, um sedativo, um anestésico
local, um blogqueador neuromuscular, um antimicrobiano, um

antipsoriéatico, um corticosterdide, um esteroide
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anabolizante, uma eritropoietina, uma imunizacido, uma
imunoglobulina, um imunossupressor, uma hormona do
crescimento, um fadrmaco de reposicéao hormonal, um
radiofdrmaco, um antidepressivo, um antipsicdtico, um
estimulante, uma medicacdo para a asma, um agonista beta,
um esteroide inalado, uma epinefrina ou seu anédlogo, um
agente anti-cancro citotdxico ou outro, um anti-metabolito,
tal como o metotrexato, um agente anti-proliferativo, uma

citoquina ou um antagonista da citoquina.

A presente invencdo proporciona ainda, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 c¢CLB-8 para o diagnbéstico de, pelo
menos, uma condicdo relacionada com IL-6, numa célula,
tecido, brgéo, animal ou paciente e/ou, antes de,
subsequente a, ou durante a um estado relacionado, como

conhecido na técnica e/ou como aqui descrito.

A presente invencdo proporciona também, pelo menos, uma
composicdo ou um dispositivo que compreende pelo menos um

anticorpo anti-IL-6, de acordo com a presente invencéo.

Também ¢é fornecida uma composicdo gue compreende um
anticorpo da invencdo e pelo menos um transportador ou
diluente farmaceuticamente aceitével. A composicdo pode,
opcionalmente, compreender ainda uma quantidade eficaz de
pelo menos um composSto ou uma proteina selecionada a partir
de, pelo menos, um marcador detectavel ou um repdrter, um
agente anti-cancro citotdéxico ou outro, um anti-metabolito,
um agente anti-proliferativo, tal como o metotrexato, uma
citoguina ou um antagonista da citoquina, um antagonista de
TNEF, um antirreumatico, um relaxante muscular, um

narcdtico, um medicamento anti-inflamatdério ndo-esterdide
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(NTHE), um analgésico, um anestésico, um sedativo, um
anestésico local, um bloqueador neuromuscular, um agente
antimicrobiano, um antipsoridtico, um corticosterdide, um
esteroide anabolizante, uma eritropoietina, uma imunizacéo,
uma imunoglobulina, um imunossupressor, uma hormona do
crescimento, um fArmaco hormonal de substituicédo, um
radiofarmaco, um antidepressivo, um antipsicdtico, um
estimulante, uma medicacdo para a asma, um agonista beta,

um esteroide inalado, uma epinefrina ou anédlogo.

Também ¢ fornecido um dispositivo médico, que compreende
pelo menos um anticorpo anti-IL-6 da invencdo, em gque O
dispositivo é adequado para contactar ou administrar pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 por, pelo menos, um modo
selecionado de entre parentérico, subcuténeo,

intramuscular, intravenoso, intrarticular, intrabrénqguico,

intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginoso,
intracavitéario, intracelial, intracelebelar,
intracerebroventricular, intracédélico, intracervical,
intragéstrico, intra-hepético, intramiocardial,
intraosteal, intrapélvico, intrapericardiaco,
intraperitoneal, intrapleural, intraprostéatico,

intrapulmonar, intra-rectal, intrarenal, intraretiniano,
intraespinal, intra-sinovial, intratorécico, intra-uterino,
intravesical, bolus, vaginal, rectal, bucal, sublingual,

intranasal ou transdérmico.

Também ¢ fornecido um artigo de manufactura para uso
farmacéutico ou de diagndéstico humano, compreendendo
material de embalagem e um recipiente que compreende uma
solucgdo ou uma forma liofilizada de pelo menos um anticorpo
anti-IL-6 da presente invencéo. O artigo de fabrico pode

compreender, opcionalmente, tendo o recipiente, como um
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componente de um sistema ou dispositivo de entrega

parentérica, subcuténea, intramuscular, intravenosa,
intrarticular, intrabronquial, intra-abdominal,
intracapsular, intracartilaginosa, intracavitéria,
intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular,

intracdélica, intracervical, intragédstrica, intra-hepética,
intramiocardial, intraosteal, intrapélvica,
intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural,
intraprostéatica, intrapulmonar, intra-rectal, intrarenal,
intra-retiniana, intraespinal, intra-sinovial,
intratorécica, intra-uterina, intravesical, bolus, wvaginal,

rectal, bucal, sublingual, intranasal ou transdérmica.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS

Figura 1: Gréafico mostrando a ligacdo de eCLB8 para a IL-6

recombinante humana.

Figura 2: Grafico mostrando a inibicdo da IL-6 mediada por

secrecdo de IgM mu a partir de células SKW6.4 por cCLBS.

Figura 3: Gréafico mostrando a inibicdo da IL-6 mediada por,

producdo de MCP-1 por cCLBS.

Figura 4: Imagem de um western blot mostrando inibicdoc da
sinalizacdo de IL-6 por cCLB8 em células de leucemia

monocitica humanas THP-1.

Figura 5: Grafico mostrando a inibicdo por cCLB8 de IL-6

induzida por producdo de soro amildide A de células HepG2.

Figura 6: Grafico mostrando a capacidade de cCLB8 para

neutralizar a proliferacdo induzida de células de rhIL-6.

Figura 7: Grafico mostrando a reducdo relativa de perda de

peso corporal do hospedeiro em ratos portadores de tumores
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humanos tratados tanto com anticorpos IL-6 anti-humano e

anti-rato.

Figura 8A-G: Gréafico mostrando os perfis de estudo de

inibicdo de soro de sete anticorpos anti-idiotipo.

Figura 9: Grafico mostrando a inibicdo da ligacdo de cCLBS

a IL-6 humana por Mabs anti-id.

Figura 10: Gréafico mostrando a ligacdo anti-id para cCLB-8

pré-ligado para IL-6 humana.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO
Citacodes
As referéncias a seguir sdo relevantes: Ausubel, et al.,

Ed., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &

sons, Inc., Nova Torque, Nova Torque (1987-2001) ;
Sambrook, et al, Molecular Cloning:. A Laboratory Manual,
2% Edicdo, Cold Spring Harbor, Nova Iorque (1989); Harlow

e Lane, Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, ©Nova TIorque (1989); Colligan, et al., Eds.,
Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc.,
NY (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in
Protein Science, John Wiley & Sons, Nova Iorque, NY, (1997-

2001) .

Cédigos de Aminoacidos

Os aminodcidos que compdem os anticorpos anti-IL-6 da
presente invencdo sdo muitas vezes abreviados. As
designac¢des dos aminodcidos podem ser indicadas por
designacdo do aminoacido pelo seu cédigo de letra unica, o
seu cdédigo de trés letras, nome, ou trés coddes de

nucledtidos), como ¢é bem compreendido na técnica (veja
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Alberts, B., et al, Molecular Biologi of the Cell, Third
Ed, Garland Publishing, Inc., New York, 1994).

Definigdes

Como aqui wutilizado, um "anticorpo anti-interleucina-o6
cCLB-8", "anticorpo anti-IL-6-8 cCLB", "uma porcdo de
anticorpo anti-IL-6 c¢CLB-8" ou "fragmento de anticorpo
anti-IL-6 cCLB-8" e/ou " variante de anticorpo anti-IL-6
cCLB-8" e semelhantes incluem qualquer proteina ou péptido
contendo molécula que compreende pelo menos uma porcdo de
uma molécula de imunoglobulina, que contém pelo menos uma
regido determinante de complementaridade (CDR) de uma
cadeia pesada ou leve ou uma porcdo de ligacdo ao ligando
desta derivada do anticorpo monoclonal murino CLB-8 em
combinacdo com uma regido varidvel de cadeia pesada ou de
cadeia leve, uma regido constante de cadeia pesada ou de
cadeia leve, uma regido de estrutura, ou de qualquer porcgéo
da mesma, de origem ndo-murina, de preferéncia de origem
humana, que pode ser incorporada num anticorpo da presente
invencdo. Tal anticorpo ¢ capaz de modular, diminuir,
antagonizar, mitigae, aliviar, bloqueiar, inibir, ab-rogar
e/ou interferir com, pelo menos, uma atividade da IL-6 ou
uma ligacdo, ou com a atividade do receptor da IL-6 ou uma
ligacdo, in vitro, 1in situ e/ou in vivo. Como um exemplo
ndo limitativo, um anticorpo anti-IL-6 apropriado, a porcédo
especificada ou variante da presente invencdo podem ligar
com afinidade elevada a um epitopo inibidor e/ou
neutralizante da IL-6 humana reconhecida pelo anticorpo
monoclonal CLB-8. Um anticorpo anti-IL-6 adequado, a porcéo
especificada ou variante, também pode afectar
opcionalmente, pelo menos, uma atividade ou funcdo de IL-6,
tal como, mas ndo limitado a, ARN, ADN, ou sintese da

proteina, libertacdo de IL-6, sinalizacdo do receptor de
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IL-6, membrana de clivagem de 1IL-6, atividade da 1IL-6,

producdo e/ou sintese de IL-6.

O termo "anticorpo" pretende ainda abranger anticorpos,
fragmentos de digestdo, porcgdes especificadas e as suas
variantes, incluindo imitadores de anticorpo ou
compreendendo porcdes de anticorpos gue imitam a estrutura
e/ou funcdo de um anticorpo ou fragmento especificado ou
parte do mesmo, incluindo uma Unica cadeia de anticorpos e
seus fragmentos; cada uma contendo, pelo menos, uma CDR
derivada do anticorpo monoclonal CLB-8. Fragmentos
funcionais incluem fragmentos de ligacdo ao antigénio que
se ligam a um mamifero de IL-6. Por exemplo, fragmentos de
anticorpo capazes de se ligar a IL-6 ou partes do mesmo,
incluindo, mas ndo limitado a fragmentos Fab (por exemplo,
por digestdo com papaina), Fab' (por exemplo, por digestéo
com pepsina e reducdo parcial) e F(ab'), (por exemplo, por
digestdo com pepsina), facb (por exemplo, por digestdo com
plasmina), pFc' (por exemplo, por digestdo da pepsina ou
plasmina), Fd (por exemplo, por digestdo com pepsina,
reducdo parcial e reagregacdo), Fv ou scFv (por exemplo,
por técnicas de biologia molecular), s&o abrangidos pela

invencdo (ver, por exemplo, Colligan, Immunology, supra).

Tais fragmentos podem ser produzidos por clivagem
enzimdtica, técnicas sintéticas ou recombinantes, como é
conhecido na técnica e/ou como aqui descrito. Os
anticorpos também podem ser produzidos numa variedade de
formas truncadas, usando genes de anticorpos nos gquais um
ou mais coddes de terminacdo foram introduzidos a montante
do sitio de paragem natural. Por exemplo, uma combinacédo
de gene que codifica uma porcdo de cadeia pesada F(ab'),

pode ser concebida para incluir sequéncias de ADN qgue
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codificam o dominio CH; e/ou a regido da dobradica da
cadeia pesada. As varias porgdes de anticorpos podem ser
unidas qguimicamente por técnicas convencionais, ou podem
ser preparadas como uma proteina contigua utilizando

técnicas de engenharia genética.

Tal como aqui utilizado os anticorpos "quiméricos"™ ou
anticorpos "humanizados" ou " enxertados em CDR" incluem
qualgquer combinacdo dos aqui descritos CDR de murino com
uma ou mais proteinas ou péptidos derivados de um anticorpo
ndo-murino, de preferéncia, humano. Os anticorpos
quiméricos ou humanizados sdo fornecidos em que as CDR séo
derivadas do anticorpo murino CLB-8 capaz de se ligar a IL-
6 humana e pelo menos uma porcdo, ou o restante do
anticorpo ¢é derivado de um ou mais anticorpos humanos.
Assim, a parte do anticorpo humano pode incluir a
estrutura, dominios Cy, C g (por exemplo, Cgl, Cus2, Cu3), as
regides de dobradica, (Vi,, Va) ), que nao sdo
substancialmente imunogénicos em seres humanos. As regides
do anticorpo, gue sdo derivadas de anticorpos humanos, né&o
precisam de ter 100% de identidade com os anticorpos
humanos. Numa forma de realizacdo preferida, como muitos
dos residuos de aminocadcidos humanos sdo, quanto possivel,
retidos para que a imunogenicidade seja insignificante, mas
os residuos humanos podem ser modificados conforme
necessario para suportar o local de ligacdo ao antigénio
formado pela CDR e simultaneamente maximizar a humanizacédo
do anticorpo. Tais mudancas ou variacgdes, mantém ou
reduzem, opcionalmente, de preferéncia, a imunogenicidade
em humanos ou outras espécies em relacdo aos anticorpos
ndo-modificados. E salientado que um anticorpo humanizado
pode ser produzido por um animal ndo humano ou uma célula

procaridética ou eucaridbtica que seja capaz de expressar
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genes de imunoglobulina humana funcionalmente rearranjada
(por exemplo, de cadeia pesada e/ou cadeia leve). Além
disso, quando o anticorpo € um anticorpo de cadeia simples,
pode compreender um péptido de ligacdo que ndo € encontrado
em anticorpos humanos nativos. Por exemplo, um Fv pode
compreender um péptido ligante, tal como duas a cerca de
oito glicinas ou outros residuos de aminodcidos, que ligam
a regido varidvel da cadeia pesada e a regido variédvel da
cadeia leve. Tais péptidos ligantes sdo considerados como

sendo de origem humana.

Anticorpos da Presente Invencgéao

De acordo com a presente invencdo, o anticorpo anti-IL-6
cCLB-8 compreende um anticorpo em que as regides varidveis

sdo derivadas de anticorpo murino CLB-8 capaz de se ligar a
e inibir a funcdo de IL-6 humana e as regides constantes do
anticorpo sdo derivadas de um ou mais anticorpos humanos.
Em alguns anticorpos agqui descritos a regido variédvel ou
CDR derivadas de anticorpos murinos CLB-8 tém de
preferéncia entre cerca de 90% a cerca de 100% de
identidade com a regido variédvel ou CDRs do anticorpo de
murino CLB-8, embora qualquer e todas as modificacgdes,
incluindo substituicbes, insercdes e delecbes, sédo
contempladas, desde qgque o anticorpo quimérico mantenha a
capacidade de se ligar e inibir a IL-6. As regides dos
anticorpos quiméricos, humanizados ou enxertado com CDR que
sdo derivados de anticorpos humanos, nédo precisam de ter
100% de identidade com os anticorpos humanos. Numa forma
de realizacdo preferida, como muitos dos residuos de
aminodcidos humanos gquanto possivel, sdo retidos de forma
que a imunogenicidade seja insignificante, mas os residuos
humanos, em especial, residuos da regido de estrutura, sé&o
substituidos como necessdrio e como ensinado aqui a seguir,

em conformidade com a presente invencdo. Tais modificacdes,
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tal como aqui divulgadas s&o necessarias para suportar o
sitio de ligacdo ao antigénio formado pelas CDRs, enguanto

simultaneamente maximizam a humanizacdo do anticorpo.

O anticorpo monoclonal murino CLB-8 contra a IL-6 humana é
conhecido na técnica (Brakenhoff et al, supra), mas as
regides CDR deste anticorpo ndo foram até agora divulgadas.
Pela primeira vez, aqui revelados sédo anticorpos
gquiméricos, humanizados ou enxertados com CDR derivados das
regides CDR de anticorpo monoclonal murino CLB-8 e o0s
métodos para a preparacdo de tais anticorpos. De acordo com
a presente invencdo, o ADNc (SEQ ID N°: 15) e as sequéncias
de aminocécidos da cadeia pesada (SEQ ID N°: 7) de murino
CLB-8 de cadeia pesada sdo fornecidas no Exemplo 2. O cADN
e a sequéncia de aminoadcidos deduzida da cadeia leve de
murino CLB-8 (SEQ ID N° 8) s&do também fornecidos no Exemplo
2em (SEQ ID N°: 16). Cada uma das regides varidveis de
cadeia pesada e leve contém trés CDRs, gue se combinam para
formar o sitio de ligacdo ao antigénio. As trés CDRs sé&o
rodeadas por quatro regides FR, que funcionam
essencialmente para suportar as CDRs. As sequéncias das
CDRs dentro das sequéncias das regibdes varidveis de cadeia
pesada e leve podem ser identificadas por alinhamento
assistido por computador de acordo com Kabat et al. (1987)
em Sequences of Proteins of Immunological Interes, 4° ed.,
United States Department of Health and Human Services, U.S.
Government Printing Office, Washington, DC, ou por
modelacdo molecular das regides variaveis, utilizando por
exemplo o programa ENCAD, como descrito por Levitt (1983)

J. Mol. Biol. 168:595.
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Numa forma de realizacdo preferida, as CDRs sdo derivadas
de anticorpo monoclonal murino CLB-8. As CDRs de cadeia

pesada preferidas tém as sequéncias seguintes:

CDR1 SFAMS 8SEQ ID N° 1)
CDR2 EISSGGSYTYYPDTVTG (SEQ ID N° 2)

CDR3 GLWGYYALDY (SEQ ID N° 3)

As CDRs de cadeia 1leve preferidas tém as sequéncias

seguintes:

CDR1 SASSSVSYMY (SEQ ID N° 4)
CDR2 DTSNLAS (SEQ ID N°b)

CDR3 QOESGYPYT (SEQ ID N° o)

As sequéncias das CDR do anticorpo murino CLB-8, podem ser
modificadas por insercdes, substituicdes e delecdes na
medida em que o anticorpo enxertado com CDR mantenha a
capacidade de se ligar e inibir a IL-6 humana. O perito na
técnicapode determinar a manutencéo desta atividade,
realizando os testes funcionais descritos a seguir. As CDRs
podem ter, por exemplo, desde cerca de 50% a cerca de 100%
de homologia com as CDRs das SEQ ID N°s 1-6. Numa forma de
realizacdo preferida, as CDRs tém desde cerca de 80% a
cerca de 100% de homologia com as CDRs das SEQ ID N°s: 1-6.
Numa concretizacdo mais preferida, as CDRs tém desde cerca
de 90% a cerca de 100% de homologia com as CDRs das SEQ ID
N°s: 1-6. Numa forma de realizacdo mais preferida, as CDRs
tém desde cerca de 100% de homologia com as CDRs das SEQ ID
N°s:1-6.
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Alternativamente, toda a regido variavel da cadeia pesada e
da cadeia leve da regido varidvel do anticorpo murino CLB-8
como descrito no Exemplo 2 (SEQ.ID N°s: 7 e 8), podem ser
combinadas com as regides constantes e de estrutura humanas
para formar o anticorpo quimérico c¢cCLB-8 da presente

invencéo.

0Os genes humanos que codificam as regides constantes (C)
dos anticorpos quiméricos, dos fragmentos e das regides da
presente invencdo podem ser derivados a partir de uma
biblioteca de figado fetal humano, por métodos conhecidos.
Os genes das regides C humanas podem ser derivados de
qualgquer célula humana, incluindo aquelas gque expressam e
produzem imunoglobulinas humanas. A regido Cy humana pode
ser derivada de qualquer uma das classes ou 1isotipos
conhecidos de cadeias H humanas, incluindo gama, u, o, O,
€, e respectivos subtipos, tais como Gl, G2, G3 e G4. Uma
vez que o 1isotipo da cadeia H é responsédvel pelas varias
funcdes efectoras de um anticorpo, a escolha de uma regido
Cy vail ser guiada pelas funcgdes efectoras desejadas, tais
como a fixacdo de complemento, ou atividade de anticorpo
dependente da citotoxicidade celular (ADCC) . De

preferéncia, a regido Cy é derivado de gama 1 (IgGl).

A regido Cp humana pode ser derivada de qualquer isotipo da

cadeia L humana, kappa ou lambda, preferivelmente kappa.

Os genes que codificam regides C de imunoglobulinas humanas
sdo obtidos de células humanas por meio de técnicas de
clonagem padrdo (Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2% Edicdo, Cold Spring Harbor Press,
Cold Spring Harbor, Nova Iorque (1989) e Ausubel et al,
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eds. Current Protocols in Molecular Biology (1987-1993)).
Genes de regides C humanas estdo facilmente disponiveis a
partir de clones conhecidos contendo genes que representam
as duas classes de cadeias L, as cinco classes de cadeias H
e respectivas subclasses. Fragmentos de anticorpos
quiméricos, tais como F(ab'), e Fab, podem ser preparados
através da concepcdo de um gene de cadeia H quimérico que é
apropriadamente truncado. Por exemplo, um gene guimérico
que codifica uma porgcdo de de cadeia H de um fragmento
F(ab'), incluiria sequéncias de ADN que codificam o dominio
CHl1 e a regido de dobradica da cadeia H, seguido por um
coddo de paragem da traducdo para produzir a molécula

truncada.

Geralmente, num exemplo, 08 anticorpos quiméricos, os
fragmentos e as regides da presente invencdo sdo produzidos
por clonagem de segmentos de ADN que codificam a cadeia H e
L. das regides de ligacdo ao antigénio do anticorpo
especifico anti-IL-6 CLB-8, e juntando estes segmentos de
ADN a segmentos de ADN codificam as regides Cy e Ci,
respectivamente, para produzir genes que codificam

imunoglobulinas quiméricas.

Assim, numa concretizacdo preferida, um gene quimérico
fundido é criado o qual compreende um primeiro segmento de
ADN que codifica pelo menos a regido de ligacgdo ao
antigénio de origem ndo-humana, como uma regido V
funcionalmente rearranjada com segmento de unido (J),
ligada um segundo segmento de ADN que codifica pelo menos

uma parte de uma regido C humana.
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As sequéncias das regides variédveis do anticorpo murino
CLB-8, podem ser modificadas por insercdes, substituicdes e
delecdes na medida em gque o anticorpo quimérico mantenha a
capacidade de se ligar e inibir a IL-6 humana. O perito na
técnica pode determinar a manutencdo desta atividade,
realizando os testes funcionais descritos a seguir. As
regides varidveis podem ter, por exemplo, desde cerca de
50% a cerca de 100% de homologia com as regides variaveis

de SEQ ID N°:7-8. Numa concretizacdo preferida as regides
varidveis tém desde cerca de 80% a cerca de 100% de
homologia com as regides variédveis de SEQ ID N°s: 7-8.
Numa concretizacdo mais preferida, as regides varidveis tém
desde cerca de 90% a cerca de 100% de homologia com as
regides variadveis de SEQ ID N°s: 7-8. Numa forma de
realizacdo mais preferida, as regides varidveis tém desde

cerca de 100% de homologia com as CDRs das SEQ ID N°s: 1-6.

Por conveniéncia, o0 esquema numérico de Kabat et al., foi
aqui adoptado. Os residuos sdo designados por numeros
mintsculos ou hifens como necessédrio para conformar as
presentes sequéncias com a sequéncia numerada padrdo de

Kabat.

No caso de um anticorpo enxertado por CDR ou humanizado,
onde a regido CDR do anticorpo CLB-8 ¢ combinada com uma
regido humana, os residuos podem ser retidos na regido FR,
qgue sdo i1diossincraticos ao anticorpo progenitor, por
exemplo, CLB-8. Os residuos que demonstraram ser criticos
na humanizacdo de outros anticorpos, também podem ser
retidos. As orientacdes anteriores sdo seguidas na extensédo
necessaria para suportar o sitio de ligacdo ao antigénio
formado pelas CDRs e simultaneamente maximizar a

humanizacdo do anticorpo.
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A sequéncia de aminocdcidos de uma regido variédvel da cadeia
pesada derivada representativa de um anticorpo monoclonal
murino CLB-8 e de um anticorpo humano ¢ apresentada no

Exemplo 2 abaixo.

A sequéncia de aminoadcidos de uma regido varidvel de cadeia
leve gquimérica representativa derivada do anticorpo
monoclonal murino CLB-8 e de um anticorpo humano é também

mostrada no Exemplo 2.

Um anticorpo quimérico contendo as regides variaveis do
anticorpo murino CLB-8 de tem sido demonstrada, em
conformidade com a presente invencdo ser tdo eficaz como o

anticorpo monoclonal murino CLB-8 na ligacdo a IL-6.

Métodos para a manipulacdo ou humanizacdo de anticorpos néo
humanos ou humanos podem ser usados e sdo bem conhecidos na
técnica. Geralmente, um anticorpo humanizado ou manipulado
tem um ou mais residuos de aminocacidos a partir de uma
fonte que € ndo humana, como por exemplo, mas ndo limitado
a ratinho, rato, coelho, primata ndo humano ou outro
mamifero. Estes residuos de aminodcidos humanos sé&o
frequentemente referidos como residuos de "importacdo", que
sdo tipicamente retirados de uma varidvel de "importacédo",
constante ou outro dominio de uma sequéncia humana
conhecida. Sequéncias Ig humanas conhecidas sdo divulgadas,
por exemplo, em www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi;

www ., atco.org/phage/hdb . html ;www. sciquest.com/;

www.abcam.com/; www.antibodyresource.com/onlinecomp.html;
www.library.thinkquest.org/12429/Immune/Antibody.html;
www.hhmi.org/grants/lectures/1996/vlab/;

www.path.cam.ac.uk/~mrc7/mikeimages.html;
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www.antibodyresource.com/;
mchb.harvard.edu/Biolinks/Immunology.html.www.immunologylink
.com/;

pathbox.wustl.edu/~HCENTER/index.html; www.biotech.ufl.edu/
~hcl/;www.pebio.com/pa/340913/340913.html;
www.nal.usda.gov/awic/pubs/antibody/;
www.m.ehime-u.ac.jp/~Yasuhito/Elisa.html; www.biodesign.com
/table.asp;

www.licnet.uk/AXP/FACS/Davies/links.html;
www.biotech.ufl.edu/~FCCL/protocol.html;
www.lisac-netorg/sites geo.html; aximtl.imtuni-marburg.de/~
rek/AEPStart.html; baserv.uci.kun.nl/~jraats/linksl.html;

www . recab.uni~hd.de/imnuno.ome. nwi.edu/ rwew . mre-

cee,cam.ac,uk/int-doc/public/intro.html; www.1lbt.unam.mx/

vir/V mice.html;imgt.cnusc.fr:8104/; www.biochem.ucl.ac.uk/
~martin/abs/index.html;antibody.bath.ac.uk/;
abgen.cvm.tamu.edu/lab/wwwabgen.html;
www.unizh.ch/~honegger/AHOseminar/S1ide01.html;
www.cryst.bbk.ac.uk/~ubcg07s/;
www.nimr.mrc.ac.uk/CC/ccaewg/ccaewg.htm;
www.path.cam.ac.uk/~mrc7/humanisation/TAHHP.html;
www.libt.unam.mx/vir/structure/stat aim.html;
www.bliosci.missouri.edu/smithgp/index.html;
www.cryst.bioc.cam.ac.uk/~fmolina/Web-
pages/Pept/spottech.html;

www.jerini.de/fr products.htm; www.patents.ibm.com/
ibm.html. Kabat et al., Sequences of Proteins of

Immunological Interes, U.S. Dept. Health (1983).

Tais sequéncias importadas podem ser utilizadas para
reduzir a imunogenicidade ou reduzir, aumentar ou modificar
a ligacdo, a afinidade, em linha, fora da linha, avidez,

especificidade, meia-vida, ou qualquer outra caracteristica
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adequada, como conhecido na técnica. Em geral, parte ou a
totalidade das sequéncias de CDR ndo humanas ou humanas sé&o
mantidas engquanto as sequéncias ndo-humanas de regides
varidveis e constantes sdo substituidas com aminoacidos
humanos ou outros. Os anticorpos também podem,
opcionalmente, ser humanizados com retencdo de elevada
afinidade para o antigénio e outras propriedades bioldgicas
favoraveis. Para atingir este objectivo, os anticorpos
humanizados podem ser opcionalmente preparados por um
processo de anédlise das sequéncias parentais e varios
produtos humanizados conceptuais utilizando modelos
tridimensionais das sequéncias parentais e humanizadas.
Modelos tridimensionais de imunoglobulinas estédo
vulgarmente disponiveis e sdo familiares aos peritos na
técnica. Estdo disponiveis programas de computador gue
ilustram e exibem estruturas tridimensionais
conformacionais provaveis de sequéncias de imunoglobulina
candidatas selecionadas. A inspecdo destas apresentacdes
permite a anédlise do papel provavel dos residuos no
funcionamento da sequéncia de imunoglobulina candidata, ou
seja, a analise dos residuos que influenciam a capacidade
da imunoglobulina candidata de se ligar ao seu antigénio.
Desta maneira, o0s residuos FR podem ser gselecionados e
combinados a partir das sequéncias de consenso e de
importacdo de modo que a caracteristica de anticorpo
desejada, tal como maior afinidade para o antigénio alvo,
seja alcancada. Em geral, os residuos CDR estdo diretamente
e muito substancialmente envolvidos na influéncia da
ligagcdo ao antigénio. A humanizacdo ou manipulacdo de
anticorpos pode ser realizada utilizando qualgquer método

conhecido, tal como mas ndo limitado as descritas em Winter

(Jones et al., Nature 321:522 (1980); Riechmann et al.,
Nature 332:323 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534
(1988)) ; Sims et al. J. Immunol. 151: 2296 (1993);
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Chothia e Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 (1987); Carter et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 (1992); Presta
et al. J. Immunol. 151:2623 (1993); Patentes US 5723323,
5976862, 5824514, 5817483, 5814476, 5763192, 5723323,
5766886, 5714352, 6204023, 6180370, 5693762, 5530101,
5585089, 5225539, 4816567; PCT/US98/16280, US96/18978,
US91/09630, US91/05939, US94/01234; GB89/01334, GB91/01134,
GB92/01755; WO090/14443, W090/14424, WO90/14430; EP 229246.

A regido constante humana do anticorpo qguimérico da
invencdo pode ser de qualquer classe (IgG, IgA, IgM, IgE,
IgD, etc.) ou isotipo e pode compreender uma cadeia leve
capa ou lambda. Numa forma de realizacdo, a regiéo
constante humana compreende uma cadeia pesada de IgG ou um
fragmento definido, por exemplo, prelo menos um dos
isotipos, IgGl, IgGz2, IgG3 ou IgG4. Numa outra forma de
realizacdo, o anticorpo anti-humano IL-6 humana compreende
uma cadeia pesada de IgGl e uma cadeia leve de IgGl K. Os
anticorpos anti-IL-6 isolados da presente invencéo
compreendem as sequéncias de aminodcidos de anticorpos aqui
divulgados codificadas por qualquer polinucleido adequado.
De preferéncia, o anticorpo ou fragmento de 1ligacdo ao
antigénio liga-se a IL-6 humana e, desse modo neutraliza
parcialmente ou substancialmente, pelo menos, uma atividade
bioclbégica da proteina. O anticorpo CLB-8, ou porcao
egspecificada ou sua variante, neutraliza parcialmente ou,
de preferéncia, substancialmente, pelo menos, uma atividade
biolégica de, pelo menos, uma proteina IL-6, ou fragmento e
desse modo inibe as atividades mediadas através da ligacéo
de IL-6 para o receptor de IL-6 ou através de outros
mecanismos dependentes mediados de IL-6. Tal como aqui
utilizado, o termo "anticorpo neutralizante" refere-se a um

anticorpo que pode inibir uma atividade de IL-6 dependente
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em cerca de 20-120%, preferivelmente em pelo menos cerca de
10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% ou mais dependendo do
ensaio. A capacidade de um anticorpo anti-IL-6 para inibir
a atividade dependente da IL-6 é preferencialmente avaliada
por, pelo menos, uma proteina de IL-6 adequada ou ensaio do
receptor, tal como aqui descrito e/ou como conhecido na

técnica.

Pelo menos um anticorpo da presente invencdo liga-se, pelo
menos, a um epitopo especificado especifico para, pelo
menos, uma proteina IL-6, subunidade, fragmento, porcdo ou
qualguer combinacdo destes aos quais o anticorpo CLB-8 se
liga. Pelo menos um epitopo pode compreender, pelo menos,
uma regido de ligacdo ao anticorpo que compreende pelo
menos uma porc¢do da proteina, cujo epitopo é de preferéncia
constituido por pelo menos uma porcdo da proteina
extracelular, hidrofilica, soluvel, externa ou
citoplasmatica. Geralmente, o anticorpo humano ou fragmento
de ligacdo ao antigénio agqui descrito compreende uma regido
de ligacdo ao antigénio, gque compreende pelo menos uma
regido determinante de complementaridade humana (CDR1, CDR2
e CDR3) da SEQ ID N°s. 1, 2 e 3 ou variante de pelo menos
uma regido variadvel de cadeia pesada e de pelo menos uma
regido determinante de complementaridade humana (CDR4, CDRb)
e CDR6) (SEQ ID N° 4, 5 e 6) ou a variante de pelo menos
uma regido variavel de cadeia leve. Como um exemplo néao
limitativo, o anticorpo, ou porcdo de ligacdo ao antigénio
ou a variante pode compreender, pelo menos, uma das CDR3 de
cadeia pesada possuindo a sequéncia de aminocdcidos da SEQ
ID N°: 3, e/ou CDR3 de uma cadeia leve possuindo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID N°: 6. Numa

concretizacdo particular, o anticorpo ou fragmento de
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ligacdo ao antigénio pode ter uma regido de ligacdo ao
antigénio, que compreende pelo menos uma porcdo de pelo
menos uma CDR de cadeia pesada (isto &, CDR1, CDR2 e/ou
CDR3) possuindo a sequéncia de aminoédcidos das CDRs
correspondentes 1, 2 e/ou 3 (por exemplo, SEQ ID N°s: 1, 2
e/ou 3). Numa outra forma de realizac¢do particular, o
anticorpo, ou porcédo de ligacdo ao antigénio ou variante
pode ter uma regido de ligacdo ao antigénio, que compreende
pelo menos uma porgcdo de pelo menos uma CDR de cadeia leve
(isto ¢é, CDR4, CDR5 e/ou CDR6) possuindo a sequéncia de
aminoacidos da correspondente CDR 4, 5 e/ou 6 (por exemplo,
SEQ ID N°s: 4, 5 e/ou 6). Numa forma de realizacédo
preferida, as trés CDRs de cadeias pesadas e as trés CDRs
de cadeia leve do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigénio tém a sequéncia de aminoacidos da CDR
correspondente de, pelo menos, um dos mAb cCLB8, quiméricos
anti-IL-6 Mab, como descrito aqui. Tais anticorpos podem
ser preparados por dgquimica unindo as diferentes porgdes
(por exemplo, CDRs, estrutura) do anticorpo utilizando
técnicas convencionais, através da preparacdo expressdo de
uma molécula de &cido nucleico (isto ¢, uma ou mais) que
codifica o anticorpo utilizando técnicas convencionais da
tecnologia de ADN recombinante ou através de qualgquer outro
método adequado e utilizando qualquer um dos possiveis
coddes redundantes que irdo resultar na expressdo de um

polipeptideo, por exemplo, SEQ ID N°: 15 ou 16.

Os anticorpos que se ligam a IL-6 humano e gque compreendem
a regido variédvel cadeia pesada ou leve definida ou regides
CDR podem ser preparados usando métodos adequados, tais
como a apresentacdo de fagos (Katsube, Y., et al., Int J
Mol. Med, 1 (5):863-868 (1998)), ou métodos que utilizam

animais transgénicos, tal como conhecido na técnica e/ou
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como agui descrito. Por exemplo, o anticorpo, a porcadoc ou
variante especificada, pode ser expressa usando o &cido
nucleico de codificacdo, ou parte do mesmo numa célula

hospedeira adequada.

Tal como indicado, também sdo agqui descritos anticorpos,
fragmentos de ligacgéo ao antigénio, cadeias de
imunoglobulina e CDRs compreendendo 0s aminoacidos numa
sequéncia que é substancialmente a mesma que uma Ssequéncia
de aminoidcidos aqui descrita. Tais anticorpos anti-IL-6
podem incluir uma ou mais substituicdes de aminoéacidos,
delecdes ou adicgdes, tanto por mutacdes naturais como por
manipulacdo humana, como aqui especificado. De preferéncia,
tais anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio e
anticorpos que compreendem tais cadeias ou CDRs podem ligar
a IL-6 humana com elevada afinidade (por exemplo, Kp
inferior ou igual a cerca de 107° M). As sequéncias de
aminodcidos que s&o substancialmente as mesmas gque as
sequéncias aqui descritas incluem sequéncias que
compreendem substitui¢des conservativas de aminoacidos, bem
como delecbes de aminoé&cidos e/ou insercdes. Uma
substituicdo conservativa de aminodcidos refere-se a
substituicdo de um primeiro aminocadcido por um segundo

aminoacido que tem propriedades quimicas e/ou fisicas (por

exemplo, carga, estrutura, polaridade, hidrofobicidade/
hidrofilicidade) que sdo semelhantes aos do primeiro
aminoéacido. As substituig¢des conservativas incluem a

substituicdo de um aminoadcido por outro dentro dos
seguintes grupos: lisina (K), arginina (R) e histidina (H);
aspartato (D) e glutamato (E); asparagina (N), glutamina
(Q), serina (S), treonina (T), tirosina (Y), K, R, H, D e

E; alanina (A), wvalina (V), leucina (L), isoleucina (I),
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prolina (P), fenilalanina (F), triptofano (W), metionina

(M), cisteina (C) e glicina (G); F, We Y; C, S e T.

Naturalmente, o numero de substituicdes de aminocdcidos que
um perito na especialidade iréd fazer depende de muitos
factores, incluindo os descritos acima. De um modo geral,
0 numero de substituicbes de aminodcidos, inserc¢des ou
eliminacdes de um determinado anticorpo anti-IL-o6,
fragmento ou variante, nédo seréd superior a 40, 30, 20, 19,
18, 17, 1e¢, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2,
1, tal como de 1-30 ou gqualgquer gama ou valor no mesmo, tal

como aqui especificado.

Os aminoédcidos num anticorpo anti-IL-6 da presente
invencdo, que sdo essenciais para a funcdo podem ser
identificados por métodos conhecidos na técnica, tais como
mutagénese de sitio-dirigida ou a mutagénese de varrimento
de alanina (por exemplo, Ausubel, supra, Capitulos 8, 15;
Cunningham e Wells, Science 244:1081-1085 (1989)). Este
ultimo procedimento introduz mutacdes de alanina Unicas em
todos o0s residuos da molécula. As moléculas mutante
resultantes s&do entédo testadas quanto a atividade
biolbégica, tal como, mas ndo limitados a, pelo menos, uma
atividade neutralizante de IL-6. Os sitios que sdo criticos
para a ligacdo de anticorpos também podem ser identificados
por anadlise estrutural tal como a cristalizacdo, a
ressonancia magnética nuclear ou a marcacéao por
fotoafinidade (Smith, et al., J. Mol. Biol. 224:899-904
(1992) e de Vos, et al., Science 255:306-312 (1992)).

Os anticorpos anti-IL-6 aqui divulgados podem incluir, mas

ndo estdo limitados a, pelo menos, uma porcdo, sequéncia ou
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combinacdo selecionada a partir de 5 de todos os
aminodcidos contiguos de, pelo menos, uma das SEQ ID N°s:

1/ 2! 3] 4[ 5/ 6.

Um anticorpo anti-IL-6 pode ainda compreender,
opcionalmente, um polipeptideo de pelo menos um de 70-100%
dos aminodcidos contiguos de, pelo menos, uma das SEQ 1ID

N°s: 7, 8.

Numa forma de realizacdo aqui descrita, a sequéncia de
aminodcidos de uma cadeia de imunoglobulina, ou parte da
mesma (por exemplo, regido variavel, CDR) tem cerca de 70-
99% de identidade (por exemplo, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76,
v, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou qualquer faixa ou valor
de entre esses) para a sequéncia de aminodcidos da cadeia
correspondente de, pelo menos, uma das SEQ ID N°s: 7, 8.
Por exemplo, a sequéncia de aminodcidos de uma regido
variavel de cadeia leve pode ser comparada com a sequéncia
da SEQ ID N°: 8, ou a sequéncia de aminodcidos de uma CDR3
de cadeia pesada pode ser comparada com a SEQ ID N°: 7.
Preferivelmente, a identidade de 70-99% de aminoédcidos (ou
seja, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 ou qualqgquer
gama ou valor de entre esses) é determinada utilizando um
algoritmo de computador adequado, como ¢é conhecido na

técnica.

Exemplos de sequéncias das regides varidveis de cadeia
pesada e de cadeia leve sdo fornecidos nas SEQ ID N°s: 7,
8. Os anticorpos da presente invencdo, ou suas variantes
egspecificas da mesma, podem compreender qualquer nUmero de

residuos de aminodcidos contiguos a partir de um anticorpo
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da presente invencdo, em gue o numero ¢ selecionado a
partir do grupo de inteiros consistindo em 10-100% o nuUmero
de residuos contiguos de um anticorpo anti-IL-6.
Opcionalmente, esta subsequéncia de aminocdcidos contiguos,
tem, pelo menos, cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200,
210, 220, 230, 240, 250 ou mais aminodcidos de comprimento,
ou qualquer intervalo ou valor de entre esses. Além disso,
0 numero de tais subsequéncias pode ser gualgquer numero
inteiro selecionado a partir do grupo gque consiste em de 1

a 20, tal como pelo menos 2, 3, 4, ou 5.

Como os especialistas compreenderdo, a presente invencéao
inclui, pelo menos, um anticorpo biologicamente ativo da
presente invencdo. Os anticorpos biologicamente ativos tém
uma atividade especifica pelo menos 20%, 30%, ou 40%, e, de
preferéncia, pelo menos, 50%, 60%, ou 70%, e mais
preferencialmente pelo menos 80%, 90% ou 95%-1000% da do
anticorpo nativo (ndo sintético), enddgeno ou afins e
conhecidos. 0Os métodos de ensaio e medidas de quantificar
a atividade enzimdtica e especificidade para o substrato,

sdo bem conhecidos dos peritos na técnica.

Também s&do aqui divulgados anticorpos humanos e fragmentos
de ligacdo ao antigénio, como aqui descritos, que séo
modificados pela ligacdo covalente de um grupo organico.
Tal modificacdo pode produzir um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio com propriedades farmacocinéticas
melhoradas (por exemplo, semivida no soro aumentada 1in
vivo). O radical orgédnico pode ser um grupo de cadeia
linear ou ramificada polimérica hidréfila, um grupo de
dcido gordo, ou um grupo éster de 4acido gordo. Em

concretizacdes particulares, o grupo hidréfilo polimérico
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pode ter um peso molecular de cerca de 800 a cerca de
120000 Daltons e pode ser um polialquileno glicol (por
exemplo, polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol
(PPG)), polimero de hidratos de carbono, polimero de
aminodcidos ou polivinil pirrolidona, e o &cido gordo ou
grupo éster de &cido gordo pode compreender de cerca de

oito a cerca de quarenta adtomos de carbono.

Os anticorpos modificados e fragmentos de ligacdo ao
antigénio podem compreender uma ou mais porcdes organicas
que s&o covalentemente ligadas, diretamente ou
indiretamente, ao anticorpo. Cada grupo orgdnico que esté
ligado a um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio
pode ser, independentemente, um grupo polimérico hidrdfilo,
um grupo de é4cido gordo ou de um grupo éster de 4cido
gordo. Tal como aqui wutilizado, o termo "&cido gordo"
engloba os acidos mono-carboxilicos e acidos
dicarboxilicos. Um "grupo hidrdéfilo polimérico"™, tal como
o termo é aqui utilizado, refere-se a um polimero orgénico
que é mais soluvel em adgua do que em octano. Por exemplo,
a polilisina ¢é mais soluvel em &gua do gque em octano.
Assim, um anticorpo modificado pela ligacdo covalente de
polilisina ¢é aqui divulgado. Os polimeros hidrofilicos
adequados para a modificacdo de anticorpos podem ser
lineares ou ramificados e incluem, por exemplo,
polialgquileno glicdis (por exemplo, PEG, monometoxi-
polietilenoglicol (mPEG), PPG e semelhantes), hidratos de
carbono (por exemplo, dextrano, celulose, oligossacarideos,
e polissacarideos semelhantes), polimeros de aminoécidos
hidrofilicos (por exemplo, polilisina, poliarginina,
poliaspartato e semelhantes), 6xidos de polialgquileno (por
exemplo, Oéxido de polietileno, éxido de polipropileno e

semelhantes) e polivinil pirrolidona. De preferéncia, o
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polimero hidrofilico que modifica o anticorpo tem um peso
molecular de cerca de 800 a cerca de 150000 Daltons como
uma entidade molecular separada. Por exemplo, PEGspg €
PEGypop0, em que o subscrito é o peso molecular médio do
polimero em Daltons, podem ser usados. O grupo polimérico
hidréfilo pode ser substituido com um a cerca de seis
grupos alquilo, grupos de &acidos gordos ou de ésteres de
dcidos gordos. Os polimeros hidrofilicos que s&do
substituidos com um grupo de acido gordo ou éster de &cido
gordo, podem ser preparados através do emprego de métodos
adequados. Por exemplo, um polimero compreendendo um grupo
amina pode ser acoplado a um carboxilato do &acido gordo ou
do éster de 4&4cido gordo, e um carboxilato ativado (por
exemplo, ativado com N, N-carbonildiimidazole) num &cido
gordo ou éster de &cido gordo pode ser acoplado a um grupo

hidroxilo de um polimero.

Os &cidos gordos e ésteres de 4acidos gordos adequados para
modificar anticorpos podem ser saturados ou podem conter
uma ou mais unidades de insaturacdo. Acidos gordos que sé&o
adequados para modificar anticorpos da invencdo incluem,
por exemplo, n-dodecanoato (Ciy, laurato), n-tetradecanoato
(C1a, miristato), n-octadecanoato (C1s, estearato), n-

eicosanoato (Cyp, araquidato), n-docosanoato (C;;, beenato),

n-triacontanoate (Cz0), N-tetracontanoate (Cao0) cis-A9-
octadecanoato (Cys, oleato), allcis-A5,8,11,14-
eicosatetraenoate (Cyy, araquidonato), &cido octanedioco,
acido tetradecanedioco, acido octadecanedioco, acido
docosanedioco, e semelhantes. Esteres de &cidos gordos

adequados incluem mono-ésteres de 4acidos dicarboxilicos,
que compreendem um grupo alquilo inferior linear ou

ramificado. O grupo alquilo inferior pode compreender desde
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um a cerca de doze, de preferéncia, um até cerca de seis

dtomos de carbono.

Os anticorpos humanos modificados e fragmentos de ligacéo
ao antigénio podem ser preparados usando métodos adequados,
como por exemplo Ppor reagdoc com um Oou mais agentes
modificadores. Um "agente de modificacdo" como o termo é
aqui utilizado, refere-se a um grupo orgdnico adequado (por
exemplo, o polimero hidrofilico, um &cido gordo, um éster
de &cido gordo) que compreende um grupo de ativacéo. Um
"grupo de ativacdo" é uma porcdo guimica ou grupo funcional
que pode, sob condig¢des apropriadas, reagir com um segundo
grupo gquimico, formando assim uma ligacdo covalente entre o
agente de modificacdo e o segundo grupo quimico. Por
exemplo, grupos de ativacdo amino-reativos incluem grupos
electré6filos, talis como tosilato, mesilato, halo (cloro,
bromo, fltor, iodo), ésteres de N-hidroxissuccinimidilo
(NHS), e semelhantes. Grupos de ativacdo gque podem reagir
com tidis incluem, por exemplo, maleimida, iodoacetilo,
acrilolil, dissulfuretos de piridilo, dcido 5-tiol-2-
nitrobenzco tiol (TNB-tiol), e semelhantes. Um grupo
funcional aldeido pode ser acoplado as moléculas contendo
amina ou hidrazida, e um grupo azida pode reagir com um
grupo fosforoso trivalente para formar ligacdes
fosforamidato ou fosforimida. Os métodos adequados para
introduzir grupos de ativacdo em moléculas sdo conhecidos
na técnica (ver, por exemplo, Hermanson, GT, Bioconjugate
Techniques, Academic Press: San Diego, CA (1996)). Um grupo
de ativacdo pode ser ligado diretamente ao grupo organico
(por exemplo, o polimero hidrofilico, 4cido gordo, éster de
dcido gordo), ou através de wuma porcdo ligante, por
exemplo, um grupo C;-Cy;, bivalente em que um ou mais &atomos

de carbono podem ser substituidos por um heterodtomo tal
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como oxigénio, azoto ou enxofre. Por¢des ligantes
adequadas incluem, por exemplo, tetraetilenoglicol, - (CH;);
-,-NH- (CH;) ¢-NH-, -(CH;),-NH- e -CH,-0-CH,-CH,-0-CH,-CH,-0-CH-
NH-. Agentes modificadores gue compreendem uma POrcao
ligante podem ser produzidos, por exemplo, por reacdo de um
mono-Boc-alquildiamina (por exemplo, mono-Boc-
etilenodiamina, mono-Boc-diamino-hexano) com um acido
gordo, na presenca de l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) para formar uma ligacdo amida entre a
amina livre e o carboxilato de &cido gordo. O grupo
protetor Boc pode ser removido do produto por tratamento
com é&cido trifluoroacético (TFA) para expor uma amina
priméria que pode ser acoplada a outro carboxilato como
descrito, ou pode ser feita reagir com anidrido maleico e o
produto resultante ciclizado para produzir um maleimido
ativado derivado do &cido gordo. (Ver, por exemplo,

Thompson, et al., WO 92/16221).

Os anticorpos modificados podem ser produzidos por reacédo
de um anticorpo humano ou um fragmento de 1ligacdo ao
antigénio com um agente de modificacéo. Por exemplo, as
porcdes orgénicas podem ser ligadas ao anticorpo de uma
forma n&do especifica do sitio, empregando um agente de
modificacdo amino-reativo, por exemplo, um éster de NHS de
PEG. Os anticorpos humanos modificados ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem também ser preparados por
reducdo de ligacdes dissulfureto (por exemplo, ligacdes
intra-cadeia de dissulfureto) de um anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigénio. 0O anticorpo reduzido ou fragmento
de ligacdo ao antigénio pode entdo ser feito reagir com um
agente de modificacdo de tiol-reativo para produzir o
anticorpo modificado. Os anticorpos humanos modificados e

fragmentos de ligacdo ao antigénio compreendendo uma pPoOrcao

41



orgédnica que é ligada a sitios especificos de um anticorpo
da presente invencdo pode ser preparados utilizando métodos
adequados, tais como protedlise reversa (Fisch et al.,
Bioconjugate Chem., 3:147-153 (1992); Werlen et al.,
Bioconjugate Chem., 5:411-417 (1994); Kumaran et al.,
Protein Sci. 6 (10):2233-2241 (1997); Itoh et al.,
Bioorg. Chem, 24 (1):59-68 (1990); Capellas et al.,
Biotechnol. Bioceng., 56 (4):456-463 (1997)), e os métodos
descritos em Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques,

Academic Press: San Diego, CA (1990).

Os anticorpos da invencdo podem ligar IL-6 humana com uma
ampla gama de afinidades (Kp). Numa forma de realizacéo
preferida, pelo menos um mAb humano da presente invencéo
pode, opcionalmente, ligar-se a IL-6 humana com elevada
afinidade. Por exemplo, um mAb pode ligar-se a IL-6
humana, com um K, igual ou inferior a cerca de 107" M, tal
como, mas ndo limitados a, 0,1-9,9 (ou qualguer gama ou
valor dentre esse) X 107" 107% 107°, 107'% 107'" 107'* 107'%

ou gqualquer intervalo ou valor dentre esses.

A afinidade ou avidez de um anticorpo para um antigénio
pode ser determinada experimentalmente utilizando qualquer
método adequado. (Ver, por exemplo, Berzofsky, et al,
"Antibody-Antigen Interactions", em Fundamental
Immuniology, Paul, W.E., Ed, Raven Press: New York, NY
(1984) ; Kuby, Janis Immunology, W.H. Freeman and Company:
New York, NY (1992), e métodos aqui descritos). A
afinidade medida de uma determinada interacdo anticorpo-
antigénio pode variar se medida sob diferentes condicdes
(por exemplo, a concentracdo salina, pH). Assim, as
medicdes de afinidade e outros parédmetros de ligacdo ao

antigénio (por exemplo, Kp, K, Ky) sdo de preferéncia

7
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feitos com solugbes padronizadas de anticorpo e de
antigénio, e um tampdo padronizado, tal como o tampdo aqui

descrito.

Anticorpos anti-IL-6-8 cCLB 1Uteis nos métodos e nas
composicgdes da presente invencdo sdo caracterizados por
ligacdo de elevada afinidade a IL-6 e, opcionalmente, e
preferencialmente, terem baixa toxicidade. Em particular,
um anticorpo, fragmento especificado ou variante da
invencdo, em que o0s componentes individuais, tais como a
regiédo variavel, regido constante e estrutura,
individualmente e/ou colectivamente, opcionalmente e
preferencialmente, possuem baixa imunogenicidade, s&o uteis
na presente invencéo. Os anticorpos que podem ser
utilizados na invencdo sdo facultativamente caracterizados
pela sua capacidade para tratar pacientes durante periodos
prolongados com atenuacdo dos sintomas mensuravel e
toxicidade baixa e/ou aceitéavel. RBaixa ou aceitavel
imunogenicidade e/ou afinidade elevada, bem como outras
propriedades adequadas, podem contribuir para os resultados
terapéuticos atingidos. "Baixa imunogenicidade" ¢é aqui
definida como o aumento significativo de HAHA, HACA ou HAMA
em menos respostas do que cerca de 75%, ou preferivelmente
menos do que cerca de 50% dos pacientes tratados e/ou
aumento de titulos baixos no paciente tratado (menos do gue
cerca de 300, de preferéncia inferior a cerca de 100
medidos com um imunoensaio de enzima antigene duplo)

(Elliott et al., Lancet 344:1125-1127 (1994)).

Quando cCLB8 & comparado com outros anticorpos especificos
IL-6 CLB.IL-6/14 e CLB.IL-6/16, pode-se ver as
caracteristicas distintas de afinidade do anticorpo e

especificidade do epitopo. c¢CLB8, um anticorpo que se liga
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a IL-6 e normalmente blogqueia a interacdo entre a IL-6 e o

seu receptor, pode inibir praticamente 100% da funcédo da
IL-6, como ilustrado em ambas, como o bioensaio de
proliferacdo celular 7TDl dependente de IL-6 e ensaio
baseado em Luminex de ligacdo de IL-6 ao de receptor IL-6.
Em contraste, CLB.IL-6/16, um anticorpo que se liga a IL-6,
mas neutraliza por estearicamente impedir a interacdo entre
o complexo IL-6/IL-6R e o componente de sinalizacdo de
gpl30, pode inibir apenas 62% da ligacdo biotina-IL-6.
Finalmente, um anticorpo que se liga a IL-6, mas néo
interfere com a sua atividade bioldégica, tal como o CLB.IL-
6/14, ndo exibe uma inibicdo de ligacdo de biotina-IL-6 da

fase sélida sIL-6R/gp80.

Anticorpos bio especificos, hetero especificos, hetero
conjugados ou semelhantes podem também ser usados uma vez

gue sdo anticorpos monoclonais, humanizados, gue possuem
egspecificidades de ligacdo para pelo menos dois antigénios
diferentes. No presente caso, uma das especificidades de
ligacdo ¢é pelo menos uma proteina IL-6, a outra é para
qualquer outro antigénio. Os métodos para produzir
anticorpos bio especificos s&d&o conhecidos na técnica.
Tradicionalmente, a producdo recombinante de anticorpos bio
egspecificos baseia-se na co-expressdo de pares de cadeia
pesada-cadeia leve de duas imunoglobulinas, onde as duas
cadeias pesadas tém especificidades diferentes (Milstein e
Cuello, Nature 305:537 (1983)). Devido ao arranjo aleatdrio
de cadeias ©pesadas e leves de imunoglobulina, estes
hibridomas (quadromas) produzem uma mistura potencial de 10
moléculas de anticorpo diferentes, das quais apenas uma tem
a estrutura bio especifica correta. A purificacdo da
molécula correta, gque é usualmente realizada por passos de

cromatografia de afinidade, ¢é bastante complicada, e os
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rendimentos de produto sédo baixos. Procedimentos
semelhantes sdo divulgados, por exemplo, na WO 93/08829,
Patentes US 6210668, 6193967, 6132992, 6106833, 6060285,
6037453, 6010902, 5989530, 5959084, 5959083, 5932448,
5833985, 5821333, 5807706, 5643759, 5601819, 5582996,
5496549, 4676980, WO 91/00360, WO 92/00373, EP 03089,
Traunecker et al. EMBO J. 10:3655 (1991), Suresh et al.,
Methods in Enzymology 121:210 (198606).

Moléculas de Acido Nucleico

Utilizando a informacdo aqui fornecida, tal como as
sequéncias de nucledétidos que codificam pelo menos 70-100%
dos aminoécidos contiguos de, pelo menos, uma das SEQ ID
N®s: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 717, 8, fragmentos especificados,
variantes ou sequéncias de consenso dos mesmos, oOu um
vector depositado compreendendo, pelo menos, uma dessas
sequéncias, uma molécula de &cido nucleico que codifica
pelo menos um anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 podem ser obtidas
utilizando métodos aqui ou como ¢é conhecido na técnica

descrita.

As moléculas de 4cido nucleico da presente invencdo podem
estar na forma de ARN, tal como mARN, hnARN, tARN ou
qualquer outra forma, ou na forma de ADN, incluindo, mas
ndo limitado a, cADN e ADN gendmico obtido através de
clonagem ou produzido sinteticamente, ou quaisquer
combinacbes dos mesmos. O ADN pode ser de cadeia tripla,
de cadeia dupla ou de cadeia simples, ou gqualquer
combinacdo destes. Qualquer porcdo de, pelo menos, uma
cadeia de ADN ou ARN pode ser a cadeia de codificacéo,
também conhecida como a cadeia com sentido, ou pode ser a
cadeia ndo codificante, também referida como cadeia

antessentido.
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As moléculas de &cido nucleico isoladas aqui divulgadas
podem incluir moléculas de acido nucleico compreendendo uma
grelha de leitura aberta (ORF), opcionalmente com um ou
mais intrdes, por exemplo, mas ndo limitado a, pelo menos,
uma porcdo especifica de, pelo menos, uma CDR, como CDRI1,
CDR2 e/ou CDR3 de, pelo menos, uma cadeia pesada (por
exemplo, SEQ ID N°s :1-3) ou cadeia leve (por exemplo, SEQ
ID N°s: 4-6); moléculas de &cido nucleico compreendendo a
sequéncia que codifica para um anticorpo anti-IL-6, ou
regido variavel (por exemplo, SEQ ID N°s: 15 ou 16); e
moléculas de &acidos nucleicos que compreendem uma sSequéncia
de nucledétidos substancialmente diferente daqueles
descritos acima, mas que, devido a degenerescéncia do
cbébdigo genético, ainda codificam, pelo menos, um anticorpo
anti-IL-6 como aqui descrito e/ou como conhecido na arte.
Claro que, o cdéddigo genético é bem conhecido na técnica.
Assim, seria rotina para um perito na técnica gerar tais
variantes degeneradas de A&cidos nucleicos que codificam
para anticorpos anti-IL-6 especificos da presente invencéo.
Ver, por exemplo, Ausubel, et al., Supra, e as variantes de
dcidos nucleicos que estdo incluidas na presente invencédo.
Exemplos ndo limitativos de moléculas de &cido nucleico
isoladas incluem as SEQ ID N°s: 9-16; correspondentes a
exemplos ndo limitativos de um acido nucleico codificando,
respectivamente, HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3, LC CDR1l, LC
CDR2, LC CDR3, regido variadvel de HC e regido variavel de

LC.

Tal como é aqui indicado, as moléculas de &acido nucleico da
presente invencdo, que compreendem um acido nucleico que
codifica um anticorpo anti-IL-6 da invencdo podem incluir,
mas ndo estdo limitadas a, aqueles dque codificam a

sequéncia de aminoacidos de um fragmento de anticorpo, por
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si sé6; a sequéncia de codificacdo para o anticorpo inteiro
ou uma porcdo deste; a sequéncia que codifica para um
anticorpo, fragmento ou ©porcéo, bem como sequéncias
adicionais, tais como a sequéncia codificadora de pelo
menos um péptido de sinal lider ou de fusé&do, com ou sem as
referidas sequéncias de codificacdo adicionais, tal como,
pelo menos, um intrdo, em conjunto com sequéncias néo
codificantes adicionais, incluindo, mas ndo limitado a,
sequéncias ndo-codificantes 57 e 3, tais como as
sequéncias transcritas, nédo traduzidas que desempenham um
papel na transcricdo, no processamento de mARN, incluindo
sinais de splicing e de poliadenilacdo (por exemplo,
ligacdo ao ribossoma e estabilidade de mARN); uma sequéncia
de codificacdo adicional que codifica para aminodcidos
adicionais, tais como aqueles que proporcionam
funcionalidades adicionais. Assim, a sequéncia gque codifica
um anticorpo pode ser fundida com uma sequéncia marcadora,
tal como uma sequéncia que codifica um péptido que facilita
a purificacdo do anticorpo fundido compreendendo um

fragmento de anticorpo ou porcéo.

Polinucleétidos que seletivamente hibridam com um
polinucleétido como aqui descrito

S&do também aqui divulgados &acidos nucleicos isolados que
hibridam sob condic¢des de hibridacdo seletiva com um
polinucledétido aqui revelado. Deste modo, estes
polinucledtidos podem ser utilizados para o isolamento,
deteccéo e/ou quantificacéo de adcidos nucleicos
compreendendo esses polinucledtidos. Por exemplo, esses
polinucledétidos podem ser wutilizados para identificar,
isolar ou amplificar clones parciais ou de comprimento
completo de uma biblioteca depositada. Em algumas
concretizacdes, os polinucledtidos sdo sequéncias gendmicas

ou de cADN isolado, ou de outro modo, complementares para
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um cADN a partir de uma biblioteca de &acido nucleico humana

ou de mamifero.

De preferéncia, a biblioteca de cADN compreende pelo menos
80% sequéncias de comprimento total, de preferéncia pelo
menos 85% ou 90% sequéncias de comprimento total, e mais
preferivelmente pelo menos 95% de sequéncias de comprimento
total. As bibliotecas de cADN podem ser normalizadas para
aumentar a representacdo das sequéncias raras. As condicgdes
de hibridacdo de rigor moderado ou baixo sdo tipicamente,
mas ndo exclusivamente, empregues com sequéncias com uma
identidade de sequéncia reduzida em relacdo as sequéncias
complementares. Condigcdes de rigor moderado e elevado
podem, opcionalmente, ser empregues para a maior identidade
de sequéncias. Condicbdes de baixo rigor permitem a
hibridacdo seletiva de sequéncias tendo cerca de 70% de
identidade de sequéncia e podem ser utilizadas ©para

identificar sequéncias de ortdlogos ou paradlogos.

Opcionalmente, os polinucledtidos irédo codificar pelo menos
uma porcdo de um anticorpo codificado pelos polinucledtidos
aqui descritos. Os polinucledbdétidos abracam sequéncias de
dcidos nucleicos que podem ser utilizadas para a hibridacéo
seletiva com um polinucledtido que codifica um anticorpo da
presente invencdo. Ver, por exemplo, Ausubel, supra;

Colligan, supra.

Construcdo de Acidos Nucleicos

Os 4cidos nucleicos isolados da presente invencdo podem ser
feitos utilizando (a) métodos recombinantes, (b) técnicas
sintéticas, (c), técnicas de purificacéo, ou suas

combinacdes, bem conhecidas na técnica.
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Os 4cidos nucleicos podem, convenientemente, compreender
sequéncias, além de um polinucledtido da presente invencéo.
Por exemplo, um sitio de multi-clonagem compreendendo um ou
mais sitios de restricdo de endonuclease pode ser inserido
no dcido nucleico para auxiliar no isolamento do
polinucledtido. Além disso, as sequéncias traduziveis
podem ser inseridas para auxiliar no isolamento do
polinucledétido traduzido da presente invencdo. Por exemplo,
uma sequéncia marcadora de hexa-histidina proporciona um
meio conveniente para purificar as proteinas da presente
invencéo. O 4cido nucleico da presente invencdo -
excluindo a sequéncia de codificacdo - é opcionalmente um
vector, adaptador ou ligante para clonagem e/ou expressdo

de um polinucledtido da presente invencéo.

Sequéncias adicionais podem ser adicionados a tal clonagem
e/ou sequéncias de expressdo para optimizar a sua funcdo na
clonagem e/ou expressdo, para auxiliar no isolamento do
polinucledétido ou para melhorar a introducédo do
polinucledtido para uma célula. A utilizacdo de vectores
de clonagem, vectores de expressdo, adaptadores e ligantes
sdo bem conhecidos na técnica. (Ver, por exemplo, Ausubel,

supra, ou Sambrook, supra).

Métodos recombinantes para a construgdo de acidos nucleicos
As composicdes de 4cido nucleico isolado da presente
invencdo, tais como ARN, cADN, ADN gendémico, ou qualquer
combinacdo dos mesmos, podem ser obtidas a partir de fontes
biolégicas através de qualgquer numero de metodologias de
clonagem conhecidas dos especialistas na técnica. Em
algumas concretizacdes, as sondas de oligonucledtidos que
hibridam seletivamente, sob condic¢des rigorosas, com 0S8

polinucledétidos da presente invencdo sdo usadas para
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identificar a sequéncia desejada de uma biblioteca de cADN
ou ADN gendmico. O isolamento de ARN, e construcdo de
bibliotecas de cADN e gendmico, é bem conhecido dos peritos
na técnica. (Ver, por exemplo, Ausubel, supra, ou

Sambrook, supra).

Métodos de apresentacdo e isolamento de &cidos nucleicos

Uma biblioteca de cADN ou gendmico pode ser pesquisada
usando uma sonda com base na sequéncia de um polinucledtido
da presente invencdo, tal como aquelas aqui reveladas. As
sondas podem ser utilizadas para hibridar com o ADN
gendédmico ou cADN para isolar sequéncias de genes hombdlogos
nas mesmas ou em diferentes organismos. Adqueles peritos na
técnica apreciaréo que varios graus de rigor de
hibridizacdo podem ser empregues no ensaio; e dquer a
hibridacdo ou o meio de lavagem podem ser rigorosos. A
medida que as condicdes de hibridacdo se tornam mais
rigorosas, deve existir um maior grau de complementaridade
entre a sonda e o alvo para que ocorra a formacdo dupla. O
grau de rigor pode ser controlado por um ou mais de
temperatura, forca idénica, pH e pela presenca de um
solvente parcialmente desnaturante como a formamida. Por
exemplo, o rigor da hibridacdo é convenientemente variado
pela alteracdo da polaridade da solucdo reagente através,
por exemplo, da manipulacdo da concentracdo de formamida
dentro da gama de 0% a 50%. O grau de complementaridade
(identidade de sequéncia) requerido para a ligacéo
detectédvel iréd variar de acordo com o rigor do meio de
hibridizacdo e/ou do meio de lavagem. O grau de
complementaridade serd otimamente de 100%, ou 70-100%, ou
qualgquer intervalo ou valor dentre esses. No entanto, deve
ser compreendido que pequenas variacdes na sequéncia nas
sondas e iniciadores podem ser compensadas por reducdo do

rigor da hibridizacdo e/ou do meio de lavagem.
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Os métodos de amplificacdo de ARN ou ADN sdo bem conhecidos
na técnica e podem ser utilizados de acordo com a presente
invencéo, sem experimentacdo indevida, com base nos

ensinamentos e orientacdes agqui apresentados.

Os métodos conhecidos de amplificacdo de ADN ou ARN
incluem, mas ndo estdo limitados a, reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e processos de amplificacdo relacionados
(ver, por exemplo, as Patentes US 4683195, 4683202,
4800159, 4965188, de Mullis, et al.; 4795699 e 4921794 de
Tabor et al; 5142033 de Innis; 5122464 de Wilson, et al.;
5091310 de Innis; 5066584 de Gyllensten et al.; 4889818 de
Gelfand, et al.; 4994370 de Prata, et al.; 4766067 de
Biswas; 4656134 de Ringold) e amplificacdo mediada por ARN
que usa ARN antessentido para a sequéncia alvo como um
molde para a sintese de ADN de cadeia dupla (Patente US
5130238 de Malek, et al., com o nome comercial NASBA).

(Ver, por exemplo, Ausubel, supra,; ou Sambrook, supra).

Por exemplo, a tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) pode ser utilizada para amplificar as sequéncias de
polinuclebétidos da presente invencdo e genes relacionados
diretamente a partir de ADN gendmico ou bibliotecas de
cADN. PCR e outros métodos de amplificacdo in vitro podem
também ser Uteis, por exemplo, para clonar sequéncias de
acido nucleico que codificam proteinas para serem
expressas, para fazer 4&cidos nucleicos para usar como
sondas para detectar a presenca do mARN desejado em
amostras, para a sequenciacdo de é&cido nucleico, ou para
outros fins. Exemplos de técnicas suficientes para dirigir
pessoas experientes através de métodos de amplificacdo in
vitro sdo encontrados em Berger, supra, Sambrook, supra, e

Ausubel, supra, assim como em Mullis, et al., Patente US
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4683202 (1987); e 1Innis, et al., PCR Protocols A Guide to
Methods and Applications, Eds., Academic Press Inc., San
Diego, CA (1990). Kits comercialmente disponiveis para a
amplificacdo gendmica por PCR sdo conhecidos na técnica.
Ver, por exemplo, o) Kit Advantage-GC Genomic PCR
(Clontech). Além disso, por exemplo, o gene T4 da proteina
32 (Boehringer Mannheim) pode ser usado para melhorar o

rendimento de produtos de PCR longos.

Métodos de sintese para a construgcdo de Acidos nucleicos

Os é&acidos nucleicos isolados da presente invencdo podem
também ser preparados por sintese quimica direta através de
métodos conhecidos (ver, por exemplo, Ausubel, et al.
supra) . A sintese quimica produz geralmente um
oligonucledétido de cadeia simples, que pode ser convertido
em ADN de cadeia dupla por hibridizacdo com uma sequéncia
complementar, ou por polimerizacdo com uma polimerase de
ADN utilizando a cadeia simples como um molde. Um perito
na técnica reconhecerd que enquanto a sintese quimica de
ADN pode ser limitada a sequéncias de cerca de 100 ou mais
bases, sequéncias mais longas podem ser obtidas por ligacéo

de sequéncias mais curtas.

Cassetes de expressdao recombinantes

A presente invencédo proporciona ainda cassetes de expresséo
recombinantes compreendendo um &Acido nucleico da presente
invencdo. Uma sequéncia de &cido nucleico da presente
invencdo, por exemplo um cADN ou uma sequéncia gendmica que
codifica um anticorpo da presente invencdo, pode ser
utilizada para construir uma cassete de expressédo
recombinante que pode ser introduzida em pelo menos uma
célula hospedeira desejada. Uma cassete de expresséo

recombinante compreenderd tipicamente um polinucledtido da
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presente invencdo operacionalmente ligado a sequéncias
reguladoras da iniciacdo da transcricdo que irdo dirigir a
transcricéo do polinucledtido na célula hospedeira
pretendida. Ambos o0s promotores heterdlogos e né&o
heterbélogos (ou seja, enddgenos) podem ser empregues para
dirigir a expressdo dos 4&cidos nucleicos da presente

invencéo.

Em algumas formas de realizacdo, os A&cidos nucleicos
isolados que servem como promotor, potenciador, ou outros
elementos podem ser introduzidos na posicdo apropriada (a
montante, a jusante ou no intrdo) de uma forma nédo-
heterbéloga de um polinuclebdétido da presente invencdo, de
modo a sub-regular ou sobre-regular a expressdo de um
polinucledétido da presente invencéo. Por exemplo, oS
promotores enddgenos podem ser alterados in vivo ou 1in

vitro, por mutacdo, eliminacdo e/ou substituicdo.

Vetores e células hospedeiras

A presente invencédo também se refere a vectores que incluem
moléculas de &acido nucleico isoladas da presente invencédo,
células hospedeiras que sdo geneticamente manipuladas com
0s vectores recombinantes, e a producdo de, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 através de técnicas recombinantes, como
¢ bem conhecido na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook, et

al, supra,. Ausubel, et al, supra.

Os polinucledétidos podem opcionalmente ser unidos a um
vector que contém um marcador de selecdo para propagacao
num hospedeiro. Geralmente, um vector plasmideo é
introduzido num precipitado, tal como um precipitado de

fosfato de cadlcio, ou num complexo com um lipido carregado.
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Se o vector for um virus, pode ser empacotado in vitro
utilizando uma linha celular de empacotamento apropriada e

depois transduzido em células hospedeiras.

O inserto de ADN deve ger operativamente ligado a um
promotor apropriado. As construcdes de expressdo 1rdo
conter adicionalmente sitios para a iniciacé&o da
transcricdo, terminacdo e, na regido transcrita, um sitio
de ligacdo ao ribossoma para a traducéo. A porcdo de
codificacdo dos transcritos maturos expressos pelas
construcdes incluird de preferéncia, um inicio de traducéo
no coddo de iniciacdo e de terminacdo (por exemplo, UAA,
UGA ou UAG) apropriadamente posicionado no fim do mARN a
ser traduzido, com UAA e UAG preferidos para a expressio em

células de mamifero ou eucaridticas.

Os vectores de expressdo irdo incluir, opcionalmente, mas
preferivelmente, pelo menos, um marcador selecionavel.
Tais marcadores incluem, por exemplo, mas ndo limitado a,
metotrexato (MTX), di-hidrofolato redutase (DHFR, Patentes
US  4399216; 4634665; 4656134; 4956288; 5149636; 5179017,
ampicilina, neomicina (G418), &cido micofendélico, glutamina
sintetase (GS, Patentes US 5122464; 5770359; 5827739)
resisténcia a cultura de células eucaridbticas, e genes de
resisténcia a tetraciclina ou ampicilina para cultivo em E.
coli e outras bactérias ou procaridéticos. Meios de cultura
apropriados e as condicbdes para as células hospedeiras
acima descritas s&do conhecidos na técnica. Os vectores
apropriados seréo prontamente evidentes para um
especialista na matéria. A introducdo de um vector de
construcdo para uma célula hospedeira pode ser efectuada
por transfeccdo com fosfato de célcio, transfeccdo de DEAE

mediada por dextrano, transfeccdo catidnica mediada por
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lipidos, electroporacdo, transducdo, infeccdo ou outros
métodos conhecidos. Tais métodos estdo descritos na
técnica, tais como Sambrook, supra, Capitulos 1-4 e 16-18;

Ausubel, supra, Capitulos 1, 9, 13, 15, 16.

Pelo menos um anticorpo da presente invencdo pode ser
expresso numa forma modificada, tal como uma proteina de
fus&do, e pode incluir nédo sé6 sinais de secrecdo, mas também
regides funcionais heterdélogas adicionais. Por exemplo,
uma regido de aminoédcidos adicionais, em particular
aminodcidos carregados, pode ser adicionada ao terminal N
de um anticorpo para melhorar a estabilidade e persisténcia
na "célula hospedeira, durante a purificacdo ou durante A
manipulacdo e armazenamento subsequentes. Além disso,
porcdes de péptidos podem ser adicionadas a um anticorpo da
presente invencdo para facilitar a purificacdo. Tais
regides podem ser removidas antes da preparacdo final de um
anticorpo ou, pelo menos, um seu fragmento. Tais métodos
s&o descritos em muitos manuais de laboratério
convencionais, tais como Sambrook, supra, Capitulos 17,29-

17,42 e 18,1-18,74; Ausubel, supra, Capitulos 16, 17 e 18.

Os vulgares peritos na técnica s&do conhecedores dos
numerosos sistemas de expressdo disponiveis para expressao
de um acido nucleico que codifica uma proteina da presente

invencéo.

Alternativamente, os &cidos nucleicos da presente invencéo
podem ser expressos numa célula hospedeira ligando (por
manipulacdo) numa célula hospedeira que contém ADN enddgeno
que codifica um anticorpo da presente invencdo. Tais

métodos sdo bem conhecidos na técnica, por exemplo, como
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descrito nas Patentes US 5580734, 5641670, 5733746, e
5733761.

Culturas de células ilustrativas Uteis para a producdo dos
anticorpos, ou de porcdes determinadas variantes da mesma,
sdo as células de mamiferos. Os sistemas de células de
mamifero estardo muitas vezes na forma de monocamadas de
células, embora as suspensdes de células de mamifero ou
birreatores possam também ser usadas. Um certo nUmero de
linhas de células hospedeiras adequadas, capazes de
expressar proteinas glicosiladas intactas foi desenvolvido
na técnica, e incluem as linhas celulares CO0S-1 (por
exemplo, ATCC CRL 1650), C0OS-7 (por exemplo, ATCC CRL-
1651), HEK293, BHK21 (por exemplo, ATCC CRL-10), CHO (por
exemplo, ATCC CRL 1610) e BSC-1 (por exemplo, ATCC CRL-26),
as células CO0S-7, as células CHO, as células Hep G2,
P3x63Ag8.653, SP2/0-AGl4, células 293, células Hela e
semelhantes, estdo prontamente disponiveis a partir de, por
exemplo, a American Type Culture Collection, Manassas, Va
(www.atcc.org). As células hospedeiras preferidas incluem
células de origem linfdéide tais como células de mieloma e
linfoma. Células hospedeiras particularmente preferidas
sdo as células P3x63Ag8.653 (numero de acesso ATCC CRL-
1580) e SP2/0-Agld células (numero de acesso ATCC CRL-
1851). Numa concretizacdo particularmente preferida, a
célula recombinante ¢é uma célula P3X63Ab8.653 ou SP2/0-
Agl4.

Os vectores de expressdo para estas células podem incluir
uma ou mais das seguintes sequéncias de controlo de
expressdo, tais como, mas ndo limitadas a uma origem de
replicacdo, um promotor (por exemplo, promotores tardios ou

precoces de SV40, o promotor de CMV (Patentes 5168062;
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5385839), um promotor de HSV  tk, um promotor pgk
(fosfoglicerato quinase), um promotor EF-1 alfa (Patente US
5266491), pelo menos um promotor de imunoglobulina humana;
um potenciador e/ou sitios de processamento de informacéao,
tais como sitios de ligacdo ao ribossoma, sitios de
splicing de ARN, sitios de poliadenilacdo (por exemplo, um
sitio de adicdo SV40 grande T Ag poli), e seqguéncias de
terminacdo da transcricéo. Ver, por exemplo, Ausubel et
al, supra, Sambrook, et al, supra. Outras células uteis
para a producdo de 4&cidos nucleicos ou proteinas da
presente inveng¢do sdo conhecidas e/ou estdo disponiveis,
por exemplo, a partir da American Type Culture Collection
Catalogue of Cell Lines and Hybridomas (www.atcc.org) ou

outras fontes conhecidas ou comerciais.

Quando as células hospedeiras eucaridticas sdo empregues,
as sequéncias de poliadenilacdo ou de terminacdo da
transcricdo sé&do tipicamente incorporadas no vector. Um
exemplo de uma sequéncia de terminacdo é a seqgquéncia de
poliadenilacdo do gene da hormona de crescimento bovina.
Sequéncias para o splicing preciso da transcricdo também
podem ser incluidas. Um exemplo de uma sequéncia de
splicing é o intrdo VPl de SV40 (Sprague, et al. Virol.
45:773-781 (1983)). Além disso, as sequéncias de genes
para controlar a replicacdo na célula hospedeira podem ser

incorporadas no vector, como conhecido na técnica.

Produg¢édo de um anticorpo

Pelo menos um anticorpo anti-IL-6 da presente invencédo pode
ser, opcionalmente, produzido por uma linha celular, uma
linha celular mista, uma célula imortalizada ou populacédo
clonal de células imortalizadas, como bem conhecido na

técnica. Ver, por exemplo, Ausubel, et al., Ed., Current
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Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc.,
Nova TIorque, Nova Iorque (1987-2001); Sambrook, et al.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% Edicdo, Cold
Spring Harbor, Nova Iorque (1989); Harlow e Lane,
Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nova
Torque (1989); Colligan, et al., Eds., Current Protocols
in Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2001);
Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John

Wiley & Sons, Nova Iorque, NY, (1997-2001).

Numa abordagem, um hibridoma que ¢ produzido através da
fusdo de uma linha celular imortal adequada (por exemplo,
uma linha de c¢élulas de mieloma, tals como, mas nao
limitadas a, Sp2/0, Sp2/0-AGl4, NSO, NS1, NS2, AE-1, L.5,>
243, P3x63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, SP2 SSl1, Sp2 S3A5,
U937, MLA 144, IV ACT, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562,
CO0S, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 23, ou
semelhantes, ou heteromielomas, produtos da fusdo dos
mesmos, ou qualquer célula ou fusdo celular dela derivada,
ou qualquer outra linha celular adequada, como conhecido na
técnica. Veja-se, por exemplo, www.atcc.org,
www.lifetech.com, e semelhantes, com as células produtoras
de anticorpos, tais como, mas ndo limitados a, baco clonado
ou isolado, sangue periférico, linfa, amigdalas, ou outras
células que contenham células imunitérias ou B, ou
quaisquer outras células que expressam sequéncias
constantes ou varidveis de cadeia pesada ou leve ou de
estrutura ou de CDR, quer como &cido nucleico endbgeno ou
heterbélogo, recombinante ou endbgeno, viral, bacteriano, de
algas, procaridtico, anfibio, insectos, répteis, peixes,
mamiferos, roedores, equinos, ovinos, caprinos, primatas,
eucaribéticos, ADN gendmico, cADN, rADN, mitocondrial ADN ou

ARN, ADN do cloroplasto ou ARN, hnARN, mARN, tARN, de
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cadeia simples, dupla ou tripla, hibridizacdo e similares
ou qualgquer combinacdo dos mesmos. Ver, por exemplo,

Ausubel, supra, e Colligan, Immunology, supra, capitulo 2.

Qualguer outra célula hospedeira adequada pode também ser
usada para a expressdo heterdloga ou endbdbgena de A&cido
nucleico que codifica um anticorpo, fragmento especificado
ou sua variante, da presente invencdo. As células fundidas
(hibridomas) ou as células recombinantes podem ser isoladas
utilizando condic¢des de cultura seletivas ou outros modos
conhecidos adequados e clonadas por diluicdo limitante ou
separacdo de células, ou outros métodos conhecidos. As
células que produzem anticorpos com a especificidade
desejada podem ser selecionadas por um ensaio adequado (por

exemplo, ELISA).

Os anticorpos da presente invencdo também podem ser
preparados utilizando, pelo menos, um anticorpo anti-IL-6,
que codifica o é&acido nucleico para proporcionar animais
transgénicos ou mamiferos, como cabras, vacas, cavalos,
ovelhas, e semelhantes, que produzem tais anticorpos no seu
leite. Tais animais podem ser fornecidos através de
métodos conhecidos. Ver, por exemplo, mas ndo limitado a,
Patentes US 5827690; 5849992; 4873316; 5849992; 5994¢6lo,
5565362; 5304489, e semelhantes.

Os anticorpos da presente invencdo podem, adicionalmente,
ser preparados utilizando pelo menos um anticorpo anti-IL-
6, que codifica o &cido nucleico para fornecer plantas
transgénicas e células de plantas em cultura (por exemplo,
mas ndo limitado a tabaco e milho) que produzem esses

anticorpos, porcdes ou variantes especificadas nas partes
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das plantas ou em células cultivadas da mesma. Como um
exemplo ndo limitante, folhas de tabaco transgénico
expressando as proteinas recombinantes foram utilizadas com

sucesso para proporcionar grandes quantidades de proteinas

recombinantes utilizando, por exemplo, um promotor
indutivel. Ver, por exemplo, Cramer, et al., Curr. Top.
Microbol. Immunol. 240:95-118 (1999) e referéncias ail

citadas. Além disso, o milho transgénico tem sido utilizado
para expressar proteinas de mamifero a niveis de producédo
comercial, com atividades bioldbdgicas equivalentes as
produzidas em outros sistemas recombinantes ou purificados
a partir de fontes naturais. Ver, por exemplo, Hood et
al., Adv. Exp. Med. Chem. Biol. 464:127-147 (1999) e
referéncias ai c¢itadas, os anticorpos também tém sido
produzidos em grandes quantidades a partir de sementes de
plantas transgénicas, incluindo fragmentos de anticorpos,

tais como anticorpos de cadeia simples (scFv), incluindo

sementes de tabaco e de tubérculos de batata. Ver, por
exemplo, Conrad et al., Plant Mol. Biol. 38:101-109
(1998) e referéncia al citadas. Assim, os anticorpos da

presente invencdo também podem ser produzidos utilizando as
plantas transgénicas, de acordo com métodos conhecidos.
Ver também, por exemplo, Fischer et al., Biotechnol.
Appl. Biochem. 30:99-108 (Outubro de 1999), Ma et al.,
Trends Biotechnol. 13:522-7 (1995); Ma et al., Plant
Physiol. 109:341-6 (1995); Whitelam et al. Biochem. Soc.

Trans. 22:940-944 (1994), e as referéncias al citadas.

Purificagcdo de um anticorpo

Um anticorpo anti-IL-6 pode ser recuperado e purificado a
partir de culturas de células recombinantes por métodos bem
conhecidos, incluindo, mas ndo se limitando a, purificacéo
de proteina A, sulfato de amdénio ou etanol, precipitacéo,

extracéo dcida, cromatografia de troca anidénica ou
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catidénica, cromatografia com fosfocelulose, cromatografia
de interacdo hidrofdébica, cromatografia de afinidade,
cromatografia de hidroxilapatite e cromatografia de
lectina. Cromatografia liquida de alto desempenho ("HPLC™)
também pode ser utilizada para a purificacéo. Ver, por
exemplo, Colligan, Current Protocols in Immunology ou
Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons,
Nova Iorque, NY, (1997-2001), por exemplo, os capitulos 1,
4, 6, 8, 9, 10.

Os anticorpos da presente invencdo incluem produtos
naturalmente purificados, produtos de procedimentos
sintéticos quimicos e produtos produzidos através de
técnicas recombinantes a partir de um hospedeiro
eucariético, incluindo, por exemplo, levedura, plantas
superiores, insectos e células de mamiferos. Dependendo do
hospedeiro empregue num procedimento de producédo
recombinante, o anticorpo da presente invencdo pode ser
glicosilado ou podem ser ndo-glicosilado, com preferéncia
por glicosilado. Tais métodos sdo descritos em muitos
manuais laboratoriais padrdo, tais como Sambrook, supra,
seccdes 17,37-17,42; Ausubel, supra, Capitulos 10, 12, 13,
le, 18 e 20, Colligan, Protein Science, supra, capitulos

12-14.

Clonagem e expressdo do anticorpo de IL-6 em células de
mamifero

Um vector de expressdo de mamifero tipico contém pelo menos
um elemento promotor, que medeia o inicio da transcricdo do

mARN, a sequéncia de codificacdo de anticorpo, e os sinais

necesséarios para a terminacéo da transcricéo e
poliadenilacdo do transcrito. Elementos adicionais incluem
potenciadores, sequéncias de Kozak e sequéncias
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intervenientes ladeadas por sitios de doador e receptor
para o splicing de ARN. Uma transcricdo altamente eficiente
pode ser alcancada com oS promotores precoces e tardios de
SV40, as repeticdes terminais longas (LTRS) de Retrovirus,
por exemplo, RSV, HTLVI, HiVi e o promotor precoce do
citomegalovirus (CMV). No entanto, os elementos celulares
também podem ser utilizados (por exemplo, o promotor de
actina humana). Vectores de expressdo adequados para
utilizacdo na préatica da presente invencdo incluem, por
exemplo, vectores, tais como pIRESlneo pRetro-0ff, pRetro-
On, pLXSN, ou pLNCX (Clonetech Labs, Palo Alto, CA),
pPcADN3.1 (+/-), pcADN/Zeo (+/-) ou pcADN3.1/Hygro (+/-)
(Invitrogen), pSVL e PMSG (Pharmacia, Uppsala, Suécia),
PRSVcat (ATCC 37152), pSv2dhfr (ATCC 37146) e pBCl2MI (ATCC
67109) . As células hospedeiras de mamifero que podem ser
utilizadas incluem Hela 293 humana, células H9 e Jurkat,
células de rato NIH3T3 e Cl1l27, células Cos 1, Cos 7 e CV 1,
células de codorniz QCl-3, células L de ratinho e células

de ovario de hamster chinés (CHO).

Alternativamente, o gene pode ser expresso em linhas de
células estaveis que contém o gene integrado num
cromossoma. A co-transfeccdo com um marcador selecionével,
tal como dhfr, gpt, neomicina ou higromicina permite a

identificacdo e isolamento das células transfectadas.

O gene transfectado pode também ser amplificado para
expressar grandes quantidades do anticorpo codificado. 0
marcador DHFR (di-hidrofolato redutase) ¢ util ©para
desenvolver linhagens de células que carregam varias
centenas ou mesmo varios milhares de cépias do gene de
interesse. Outra marca de selecdo Util é a enzima glutamina

sintetase (GS) (Murphy, et al. Biochem. J. 227:277-2779
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(1991); Bebbington, et ai., Bio/Technology 10:169-175
(1992)) . Utilizando estes marcadores, as células de
mamifero sdo cultivadas em meio seletivo e as células com a
maior resisténcia sdo selecionadas. Estas 1linhas de
células contém o gene amplificado integrado num cromossoma.
Células do ovario de hamster chinés (CHO) e as células NSO
sdao frequentemente utilizadas para a producédo de

anticorpos.

Os vectores de expressdo pCl e pC4 contém o promotor forte
(LTR) do Virus do Sarcoma de Rous (Cullen, et al., Molec.
Cell. Biol. 5:438-447 (1985)) mais um fragmento do
ativador de CMV (Boshart, et al., Cell 41:521-530 (1985)).
MGltiplos sitios de clonagem, por exemplo, com os sitios de
clivagem da enzima de restricdo BamHI, Xbal e Asp718,
facilitam a clonagem do gene de interesse. Os vectores
contém em adicdo, o intrdo 3', o sinal de poliadenilacédo e

terminacdo do gene de preproinsulina de rato.

Clonagem e expressdo em células CHO

O vector pC4 é usado para a expressdo do anticorpo de IL-6.
O plasmideo pC4 ¢é um derivado do plasmideo pSV2-dhfr
(ntimero de acesso ATCC 37146). O plasmideo contém o gene
DHFR de rato sob controlo do promotor precoce de SV40. O
ovadrio de hamster chinés ou outras células a que faltam
atividade de diidrofolato que sédo transfectadas com estes
plasmideos podem ser selecionados por crescimento das
células num meio seletivo (por exemplo, alfa minus MEMN,
Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementado com o0
agente quimioterédpico metotrexato. A amplificacdo dos genes
DHFR em células resistentes ao metotrexato (MTX) tem sido
bem documentada (ver, por exemplo, F.W. Alt, et al. J.

Biol. Chem. 253:1357-1370 (1978); J.L. Hamlin e C. Ma,
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Biochem. et Biophys. Acta 1097:107-143 (1990); e M.J.
Page e M.A. Sydenham, Biotechnology 9:64-68 (1991)). As
células <crescidas em concentracdes crescentes de MTX
desenvolvem resisténcia ao fédrmaco por superproducdo da
enzima alvo, DHFR, como resultado da amplificacdo do gene
DHFR. Se um segundo gene ¢é ligado ao gene DHFR, ele &
normalmente co-amplificado e sobre expresso. E sabido na
técnica que esta abordagem pode ser usada para desenvolver
linhagens de células que transportem mais de 1000 cépias do
gene ou genes amplificados. Subsequentemente, quando o é
metotrexato retirado, as linhas de células que sdo obtidas
contém o gene amplificado integrado num ou mais cromossomas

da célula hospedeira.

O plasmideo pC4 contém, para expressar o gene de interesse,
o promotor forte da repeticdo terminal longa (LTR) do Virus
do Sarcoma de Rous (Cullen, et al., Molec. Cell. Biol.
5:438-447 (1985)) mais um fragmento isolado do ativador do
gene precoce imediato do citomegalovirus humano (CMV)
(Boshart, et al., Cell 41:521-530 (1985)). A jusante do
promotor estdo os sitios de clivagem de enzimas de

restricdo BamHI, Xbal e Asp718 gque permitem a integracéo

dos genes. Atrds destes sitios de clonagem o plasmideo
contém a extremidade 3! do intrdo e o sitio de
poliadenilacdo do gene da preproinsulina de rato. Outros

promotores de elevada eficiéncia podem  também ser
utilizados para a expressdo, por exemplo, o promotor humano
de b-actina, os promotores de SV40 precoces ou tardios, ou
as repeticdes terminais longas de outros retrovirus, por
exemplo, HIV e HTLVI. Os sistemas de expressdo de genes
Clontech Tet-0ff e Tet-On e sistemas semelhantes podem ser
utilizados para expressar a IL-6, de um modo regulado em

células de mamifero (M. Gossen, e H. Bujard, Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 89: 5547-5551 (1992)) . Para a
poliadenilacdo do mARN outros sinais, por exemplo, a partir
da hormona de crescimento humana ou de genes de globina
podem ser usados também. Linhas de células estéaveis que
transportem um gene de interesse integrado nos cromossomas
também podem ser selecionadas mediante co-transfeccdo com
um marcador selecionével, tal como gpt, G418 ou
higromicina. E vantajoso usar mais do que um marcador

selecionédvel no inicio, por exemplo G418 mais metotrexato.

O plasmideo pC4 ¢é digerido com enzimas de restricédo e
depois desfosforilado utilizando fosfatase intestinal de
vitelo por processos conhecidos na técnica. O vector &

entdo isolado a partir de um gel de agarose a 1%.

A sequéncia de ADN que codifica para o anticorpo completo
de IL-6 ¢é utilizado, por exemplo, tal como apresentado nas
SEQ ID N°s: 7 e 8, correspondendo as regides varidveis HC e
LC de um anticorpo da presente invencdo, a IL-6, de acordo
com passos de métodos conhecidos. O 4cido nucleico isolado
que codifica uma regido constante humana adequada (isto &,
as regides de HC e LC), também ¢é utilizado nesta

construcao.

A regido variavel e constante isoclada gque codifica o ADN e
o vector desfosforilado sd@o entdo ligados com ligase de ADN
T4. As células de E. coli HBR101 ou XL-1 Blue s&do entédo
transformadas e sdo identificadas as bactérias que contém o
fragmento inserido no plasmideo pC4 usando, por exemplo,

anédlise de restricdo enziméatica.
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Células de ovario de hamster chinés (CHO), na falta de um
gene de DHFR ativo, sdo utilizadas para a transfeccéo. 5
1ng do plasmideo de expressdo pC4 sdo co-transfectados com
0,5 mng do plasmideo pSV2-neo usando 1lipofectina. O
plasmideo pSV2neo contém uma marca de selecdo dominante, o
gene neo de Tn5 que codifica uma enzima dque confere
resisténcia a um grupo de antibidticos incluindo o G418.
As células sdo semeadas em alfa minus MEM enriquecido com 1
ng/ml de G418. Apbs 2 dias, as células sdo tratadas com
tripsina e semeadas em placas de clonagem de hibridoma
(Greiner, Alemanha) em alfa minus MEM enriquecido com 10,
25 ou 50 ng/ml de metotrexato mais 1 ng/ml de G418. Depois
de cerca de 10-14 dias o0s clones individuais sé&o
tripsinizados e semeados em placas de petri de 6 pocos ou
frascos de 10 ml wusando diferentes concentracdes de
metotrexato (50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM). Os
clones que crescem nas maiores concentracdes de metotrexato
sdo, entdo, transferidos para novas placas de 6 pocos
contendo concentracdes ainda mais elevadas de metotrexato
(Il mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM). O mesmo procedimento é
repetido até gque sejam obtidos clones gue crescem a uma
concentracdo de 100-200 mM. A expressdo do produto do gene
desejado é analisada, por exemplo, por SDS-PAGE e Western

blot ou por andlise de HPLC de fase inversa.

Anticorpos anti-idiotipo para composigdo de anticorpos
anti-IL-6

Além dos anticorpos monoclonais ou gquiméricos anti-IL-6, um
anticorpo anti-idiotipico (anti-Id) especifico para esses
anticorpos da invencdo é aqui descrito. Um anticorpo anti-
Id é um anticorpo que reconhece determinantes Unicos
geralmente associados com a regido de ligacdo de antigénio
de outro anticorpo. O anti-Id pode ser preparado por

imunizacdo de um animal da mesma espécie e tipo genético
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(por exemplo, estirpe de ratinho) como a fonte do anticorpo
Id com o anticorpo ou uma regido contendo CDR. O animal
imunizado 1r& reconhecer e responder aos determinantes
idiotipicos do anticorpo imunizante e produzird um
anticorpo anti-Id. O anticorpo anti-Id também pode ser
utilizado como um "imunogénio" para induzir uma resposta
imune em ainda outro animal, produzindo um chamado

anticorpo anti-anti-Id.

Composigdes de anticorpos anti-IL-6

A presente invencdo proporciona também, pelo menos, uma
composicdo de anticorpo anti-IL-6, que compreende um
anticorpo da invencdo que ¢é fornecida com uma composicédo
que nao ocorre naturalmente, mistura ou forma. Tais
composicdes compreendem composicdes que n&o ocorrem
naturalmente compreendendo pelo menos uma ou duas variantes
eliminadas no terminal C e/ou N de comprimento total,
dominios, fragmentos ou variantes especificadas, da
sequéncia de aminodcidos do anticorpo anti-IL-6 selecionado
de entre o grupo que consiste em 70-100% dos amino&acidos
contiguos das SEQ ID N°s: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ou
fragmentos especificos, dominios ou as suas variantes. As
composicgdes de anticorpo anti-IL-6 preferidas incluem pelo
menos um ou dois de comprimento total, fragmentos,
variantes ou dominios como pelo menos uma CDR ou LBR
contendo porcdes da sequéncia anticorpo de anti-IL-6, 70-
100% das SEQ ID N°s: 1, 2, 3, 4, 5, 6, ou fragmentos
especificados, dominios ou variantes destes. Outras
composicdes preferidas compreendem 40-99% de pelo menos um
de 70-100% das SEQ ID N°s: 1, 2, 3, 4, 5, 6, ou fragmentos
egspecificados, dominios ou as suas variantes. Essas
percentagens de composicéao sao em peso, volume,
concentracaéo, molaridade ou molalidade como solucdes

liquidas ou secas, misturas, suspensdes, emulsdes ou
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coldides, como ¢é conhecido na técnica ou como aqui

descrito.

As composicdes de anticorpo anti-IL-6 da presente invencéo
podem ainda compreender, pelo menos, uma de qualquer
quantidade adequada e eficaz de uma composicdo ou
formulacéao farmacéutica compreendendo pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 para uma célula, tecido, dérgdo, animal
ou paciente em necessidade de tal modulacédo, tratamento ou
terapia, que compreende ainda, opcionalmente, pelo menos um
selecionado a partir de, pelo menos, um antagonista de TNF
(por exemplo, mas ndo limitado a um anticorpo ou fragmento
de TNF, um receptor soltvel de TNF ou fragmento, suas
proteinas de fusdo, ou uma pequena molécula antagonista de
TNE) , um antirreumético (por exemplo, metotrexato,
auranofina, aurotioglucose, azatioprina, etanercept,
tiomalato de ouro de sdédio, sulfato de hidroxicloroquina,
leflunomida, sulfasalzine), um relaxante muscular, um

narcdédtico, um medicamento anti-inflamatdrio ndo-esterdide

(NSAID), um analgésico, um anestésico, um sedativo, um
anestésico local, um blogqueador neuromuscular, um
antimicrobiano (por exemplo, aminoglicédsidos, um
antifdangico, um antiparasitéario, um antiviral, um
carbapenem, cefalosporina, uma flurorgquinolone, um

macrolido, uma penicilina, uma sulfonamida, tetraciclina,
ou um outro antimicrobiano), um antipsoriatico, um
corticosterdide, um esteroide, um agente anabolizante
relacionada com a diabetes, um mineral, um nutriente, um
agente da tiredide, uma vitamina, uma hormona relacionado
com o célcio, um antidiarreico, um antituissico, um
antiemético, um anti-tlcera, um laxante, um anticoagulante,
uma eritropoeitina (por exemplo, a epoetina alfa), um

filgrastim (por exemplo, G-CSF, Neupogen), um sSargramostim
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(GM-CSF, Leuquina), uma imunizacdo, uma imunoglobulina, um
imunossupressor (p. ex. basiliximab, ciclosporina,
daclizumab), uma growth.hormone, um farmaco de substituicédo
hormonal, um modulador de receptor de estrogénio, um
midridtico, um cicloplégico, um agente algquilante, um
antimetabolito, um inibidor mitdético, um radiofdrmaco, um
agente antidepressivo, um agente antimaniaco, um
antipsicético, um ansiolitico, um hipndtico, um
simpatomimético, um estimulante, donepezilo, tacrina, uma
medicacdo para a asma, um agonista beta, um esteroide
inalado, um inibidor de leucotrienos, uma metilxantina, uma
cromolina, uma epinefrina ou anadlogo, dornase-alfa
(Pulmozyme), uma citoquina ou um antagonista da citoquina.
Exemplos ndo limitativos de tais citoquinas incluem, mas
ndo estdo limtados a qualquer de IL-1 a IL-23. As dosagens
adequadas sdo bem conhecidas na técnica. Ver, por exemplo,
Wells et al. Eds., Pharmacotherapy Handbook, 2nd Edition,
Appleton and Lange, Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopeia,
Tarascon Pocket Pharmacopeia 2000 Deluxe Edition, Tarascon

Publishing, Loma Linda, CA (2000).

Tais anti-cancro ou anti-infecciosos podem também incluir
moléculas de toxina que estdo associadas, ligadas a, co-
formuladas ou co-administradas com, pelo menos, um
anticorpo da presente invencéao. A toxina pode,
opcionalmente, atuar para matar seletivamente a célula ou
tecido patoldgico. A célula patoldgica pode ser um cancro
ou outra célula. Essas toxinas podem ser, mas ndo estéo
limitados a, a toxina purificada ou recombinante ou
fragmento de toxina compreendendo, pelo menos um dominio
funcional citotdéxico da toxina, por exemplo, selecionado a
partir de, pelo menos, um de ricino, toxina da difteria,

uma toxina de wveneno ou uma toxina bacteriana. O termo
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toxina também inclui tanto as endotoxinas como as
exotoxinas produzidas por quaisquer bactérias ou virus de
ocorréncia natural, mutantes ou recombinantes gue possam
causar qualquer condicdo patoldgica em seres humanos e
outros mamiferos, incluindo o chogque da toxina, o que pode
resultar na morte. Essas toxinas podem incluir, mas né&o
estdo limitados a, enterotoxinas de E. Coli, enterotoxina
termo-1labil (LT), enterotoxina termo-estavel (ST),
citotoxina de Shigella, enterotoxinas de  Aeromonas,
sindrome do choque téxico da toxina-1 (TSST-1),
enterotoxina estafilocdécica A (SEA), B (SEB) ou C (SEC),
enterotoxinas estreptocdcicas e semelhantes. Estas
bactérias incluem, mas ndo estdo limitadas a, estirpes de
uma espécie de E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
entero-hemorrigica (por exemplo, as estirpes do serotipo
0157: H7), espécies de Staphylococcus, (por exemplo,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogenes), espécies
de Shigella (por exemplo, Shigella dysenteriae, Shigella

flexneri, Shigella boydii e Shigella sonnei), espécies de

Salmonella (por exemplo, Salmonella typhi, Salmonella
cdélera suis, Salmonella enteritidis), espécies de
Clostridium (por exemplo, Clostridium perfringens,

Clostridium dificile, Clostridium botulinum), espécies de
Camphlobacter (por exemplo, Camphlobacter jejuni,
Camphlobacter fetus), espécies de Heliobacter, (por
exemplo, Helicobacter pylori), espécies de Aeromonas (por
exemplo, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
caviae), Pleisomonas shigelloides, Yersina enterocolitica,
espécies de Vibrios (por exemplo, Vibrios cholerae, Vibrios
parahemolyticus), espécies de Klebsiella, Pseudomonas
aeruginosa e Streptococcus. Ver, por exemplo, Stein, ed.,
INTERNAL MEDICINE, 3% ed., Pp 1-13, Little, Brown and Co.,
Boston, (1990 ) ; Evans et al., eds, Bacterial Infections

of Humans: Epidemiology and Control, 2d. Ed., pp 239-254,
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Plenum Medical Book Co., Nova Iorque (1991); Mandell et
al., Principles and Practice of Infectious Diseases, 3d.
Ed., Churchill Livingstone, Nova Iorque (1990); Berkow et
al, eds., The Merck Manual, 16?% edicdo, Merck and Co.,
Rahway, NJ, 1992; Wood et al., FEMS Microbiology
Immunology, 76:121-134 (1991); Marrack et al., Science,
248:705-711 (1990).

Compostos de anticorpos anti-IL-6, composicdes ou
combinacgdes da presente invencdo podem ainda compreender,
pelo menos, um de qualgquer auxiliar adequado, tal como, mas
ndo limitado a, um diluente, ligante, estabilizador,
tampdes, sais, solventes lipdfilos, conservante, adjuvante
ou semelhantes. Sdo preferidos auxiliares farmaceuticamente
aceitdveis. Exemplos ndo limitativos de, e métodos de
preparacdo de tais solucdes estéreis sdo bem conhecidos na
técnica, tais como, mas ndo limitado a, Gennaro, Ed.,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18% Edicdo, Mack
Publishing Co. (Easton, PA) 1990. Transportadores
farmaceuticamente aceitédveis ©podem ser rotineiramente
selecionados que sao adequados para o) modo de
administracéo, solubilidade e/ou a estabilidade do
anticorpo anti-IL-6, fragmento ou variante de composicédo,

bem conhecido na técnica ou como aqui descrito.

Excipientes e aditivos farmacéuticos Uteis na presente
composicdo incluem, mas nédo estdo limitadas a proteinas,
péptidos, aminoacidos, lipidos e hidratos de carbono, (por
exemplo, acucares, 1incluindo monosacaridos, di-, tri-,
tetra-, e oligossacédridos; aclUcares derivatizados tais como
alditdis, acidos alddénicos, aclcares esterificados e
semelhantes; e polissacdridos ou polimeros de acgucar), que

podem estar presentes isoladamente ou em combinacéo,
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compreendendo isoladamente ou em combinacdo 1-99,99% em
peso ou volume. Excipientes exemplares incluem a proteina
da albumina do soro tal como a albumina do soro humano
(HSA), albumina humana recombinante (rHA), gelatina,
caseina e semelhantes. Componentes aminoacidos/anticorpos
representativos, o0s gquais também podem funcionar numa
capacidade tamponante, incluem alanina, glicina, arginina,
betaina, histidina, dcido glutémico, 4dcido aspéartico,
cisteina, 1lisina, leucina, isoleucina, wvalina, metionina,
fenilalanina, aspartame, e semelhantes. Um aminoé&cido

preferido é a glicina.

Os excipientes de hidratos de carbono adequados para
utilizacédo na invencéo incluem, por exemplo, os
monossacaridos, tais como frutose, maltose, galactose,
glicose, D-manose, sorbose, e gsemelhantes; dissacéaridos,

tais como lactose, sacarose, trealose, celobiose, e

semelhantes; polissacéaridos, tais como rafinose,
melezitose, maltodextrinas, dextranos, amidos e
semelhantes; e alditdis, tais como manitol, xilitol,
maltitol, lactitol, xilitol sorbitol (glucitol),
mioinositol e semelhantes. Os excipientes de hidratos de

carbono preferidos para utilizacdo na presente invencdo séo

o manitol, trealose e rafinose.

As composicgdes de anticorpos anti-IL-6 também podem incluir
um tampdo ou um agente de ajuste de pH, normalmente, o
tampdo é um sal preparado a partir de um acido orgdnico ou
uma Dbase. Tampdes representativos incluem sais de acidos
organicos, tais como sais de 4cido citrico, acido
ascdrbico, acido glucénico, adcido carbdénico, acido
tartédrico, &acido succinico, &acido acético ou acido ftéalico;

Tris, cloridrato de trometamina ou tampdes de fosfato. Os
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tampdes preferidos para uso nas presentes composicdes sdo

0s sais de &cidos orgénicos tais como o citrato.

Além disso, as composicdes de anticorpos anti-IL-6 da
invencdo podem incluir excipientes/aditivos poliméricos,
tais como polivinilpirrolidonas, ficdis (um acucar
polimérico), dextratos (por exemplo, ciclodextrinas, tais
como 2-hidroxipropil-R-ciclodextrina), polietileno-glicdis,
agentes aromatizantes, agentes antimicrobianos, adocantes,
antioxidantes, agentes anti-estédticos, agentes tensioativos
(por exemplo, polissorbatos, tais como "Tween 20" e "Tween
80"), lipidos (por exemplo, fosfolipidos, &cidos gordos),
esteroides (por exemplo, colesterol), e agentes quelantes

(por exemplo, EDTA).

Estes e excipientes farmacéuticos adicionais conhecidos
e/ou aditivos adequados para utilizacdo nas composicdes de
anticorpo anti-IL-6, porgdo ou variante de acordo com a
invencdo sdo conhecidos na técnica, por exemplo, como
listado em "Remington: The Science & Practice of Pharmacy",
19a ed, Williams & Williams (1995), e no "Physician’s Desk
Reference", 52% ed., Medical Economics, Montvale, NJ
(1998) . Transportadores ou excipientes preferidos os
hidratos de carbono (por exemplo, sacarideos e alditdis) e

tampdes (por exemplo, citrato) ou agentes poliméricos.

Formulacgodes

Como observado acima, a invencdo proporciona formulacdes
estédveis, que sdo de preferéncia um tampdo fosfato com
solucdo salina ou um sal escolhido, assim como as solucgdes
e formulacdes conservadas contendo um conservante bem como

formulacdes conservadas multiuso adequadas para utilizacédo
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farmacéutica ou veterinédria, que compreendem pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 numa formulacéo farmaceuticamente
aceitavel. Formulacdes conservadas contendo, pelo menos,
um conservante conhecido ou, opcionalmente, selecionado de
entre o grupo constituido por, pelo menos, um fenol, m-
cresol, p-cresol, o-cresol, clorocresol, &lcool benzil,
nitrito fenilmercurico, fenoxietanol, formaldeido,
clorobutanol, <cloreto de magnésio (por exemplo, hexa-
hidrato), algquilparabeno (metilo, etilo, propilo, butilo e
semelhantes), cloreto de benzalcédnio, cloreto de
benzetdénio, dehidroacetato de sédio e timerosal, ou as suas
misturas num diluente aquoso. Qualquer concentracdo ou
mistura adequada pode ser utilizada, como conhecido na
técnica, tal como 0,001-5%, ou qualguer intervalo ou valor
dentre esses, tal como, mas ndo limitado a 0,001, 0,003,
0,005, 0,009, 0,01, 0,02, 0,03, 0,05, 0,09, 0,1, 0,2, 0.3,
o,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5,
1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7,
2,8, 2,9, 3,0, 3,1, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7, 3,8, 3,9,
4,0, 4,3, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9 ou gqualquer faixa ou
valor dentre esses. Exemplos ndo limitativos incluem, sem
conservante, 0,1-2% de m-cresol (por exemplo, 0,2, 0,3,
0,4, 0,5, 0,9, 1,0%), 0,1-3% de &lcool Dbenzilico (por
exemplo, 0,5, 0,9, 1,1, 1,5, 1,9, 2,0, 2,5%), 0,001-0,5% de
timerosal (por exemplo, 0,005, 0,01), 0,001-2,0% de fenol
(por exemplo, 0,05, 0,25, 0,28, 0,5, 0,9, 1,0%), 0,0005-
1,0% de alguilaparabenos (por exemplo, 0,00075, 10,0009,
0,001, 0,002, 0,005, ©0,0075, 0,009, 0,01, 0,02, 0,05,
0,075, 0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5,6 0,75, 0,9, 1,0%), e

semelhantes.

Como observado acima, a invencdo proporciona um artigo de

fabrico, compreendendo material de embalagem e, pelo menos,
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um frasco compreendendo uma solucdo de, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 com os tampdes e/ou conservantes
prescritos, opcionalmente, num diluente aquoso, em que O
referido material de embalagem compreende um rétulo que
indica que tal solucdo pode ser mantida durante um periodo
de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 20, 24, 30, 36, 40, 48, 54,
60, 66, 72 horas ou mais. A invencdo compreende ainda um
artigo de fabrico, compreendendo material de embalagem, um
primeiro frasco compreendendo, pelo menos um anticorpo
anti-IL-6 liofilizado e um segundo frasco compreendendo um
diluente aquoso do tampdo ou conservante prescritos, em que
o referido material de embalagem inclui um rdétulo que
instrui wum paciente para reconstituir, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 no diluente aquoso para formar uma
solucdo que pode ser mantida durante um periodo de 24 horas

ou mais.

Pelo menos um anticorpo anti-IL-6 utilizado de acordo com a
presente invencéo pode ser produzido por meios
recombinantes, incluindo a partir de células de mamiferos
ou preparacdes transgénicas, ou pode ser purificado a
partir de outras fontes bioldgicas, como agqui descrito ou

como conhecido na técnica.

A gama de, pelo menos, um anticorpo anti-IL-6 no produto da
presente invencdo inclui quantidades que produzam depois da
reconstituicdo, se num sistema molhado/seco, concentracdes
desde cerca de 1,0 upg/ml a cerca de 1000 mg/ml, embora
concentracdes inferiores e mais elevadas sejam operaveis e
estejam dependentes do veiculo de entrega pretendido, por
exemplo, formulacdes em solucdo irdo diferir do sistema
transdérmico, pulmonar, transmucoso, ou osmbébtico ou métodos

de micro-bomba.
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De preferéncia, o diluente aquoso compreende ainda
opcionalmente um conservante farmaceuticamente aceitével.
Os conservantes preferidos incluem aqueles selecionados a
partir do grupo consistindo por fenol, m-cresol, p-cresol,
o-cresol, clorocresol, &lcool benzilico, alqgquilparabeno
(metilo, etilo, propilo, butilo e semelhantes), cloreto de
benzalcénio, cloreto de benzetdnio, dehidroacetato de sddio
e timerosal, ou as suas misturas. A concentracdo do
conservante usado na formulacdo ¢é uma concentracdo
suficiente para produzir um efeito anti-microbiano. Tais
concentracdes estdo dependentes do conservante selecionado

e sdo facilmente determinadas pelo perito na técnica.

Outros excipientes, por exemplo, agentes de isotonicidade,
tampdes, antioxidantes, intensificadores de conservacéao,
podem ser facultativamente e preferencialmente adicionados
ao diluente. Um agente de isotonicidade, tal como a
glicerina, ¢ vulgarmente usado em concentracdes conhecidas.
Um tampdo fisiologicamente tolerado ¢é de preferéncia
adicionado para proporcionar melhoria do controlo do pH.
As formulacbdes podem cobrir uma ampla gama de valores de
pH, tal como desde cerca de pH 4 a cerca de pH 10, e gamas
preferidas desde cerca de pH 5 a cerca de pH 9, e uma gama
mais preferida de <cerca de 6,0 a cerca de 8,0. De
preferéncia as formulacdes da presente invencdo tém pH
entre cerca de 6,8 e cerca de 7,8. Os tampbdes preferidos
incluem tampdes de fosfato, mais preferencialmente fosfato
de sdédio, particularmente solucdo salina tamponada com

fosfato (PBS).

Outros aditivos, tal como solubilizantes farmaceuticamente
aceitaveis como Tween 20 (polioxietileno (20) sorbitano),

Tween 40 (polioxietileno (20) sorbitano monopalmitato),
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Tween 80 (polioxietileno (20) sorbitano monooleato),
Pluronic F68 (copolimeros de Dblocos de polioxietileno
polioxipropileno), e PEG (polietileno glicol) ou agentes
tensiocativos nédo iénicos tais como polissorbato 20 ou 80 ou
poloxero 184 ou 188, polidis Pluronic®, outros co-polimeros
de Dbloco e quelantes, tais como EDTA e EGTA podem ser
facultativamente adicionados as formulac®es ou composicdes
para reduzir a agregacéao. Estes aditivos s&do
particularmente 1Uteis se uma bomba ou recipiente de
pléstico ¢é utilizado para administrar a formulacéio. A
presenca do agente tensioativo farmaceuticamente aceitavel

atenua a propensdo da proteina para se agregar.

As formulacdes da presente invencdo podem ser preparadas
por um processo gque compreende misturar, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 e um conservante selecionado de entre o
grupo consistindo em fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,
clorocresol, dlcool benzilo, alquilparabeno, (metilo,
etilo, propilo, butilo e semelhantes), cloreto de
benzalcdénio, cloreto de benzetdnio, dehidroacetato de sddio
e timerosal ou as suas misturas num diluente aquoso. A
mistura de, pelo menos, um anticorpo anti-IL-6 e
conservante num diluente aquoso é levada a cabo utilizando
procedimentos de dissolucdo e mistura convencionais. Para
preparar  uma formulacéao adequada, por exemplo, uma
quantidade medida de, pelo menos, um anticorpo anti-IL-6 na
solucdo tamponada ¢é combinada com o conservante desejado
numa solucdo tamponada em gquantidades suficientes para
proporcionar a proteina e conservante, nas concentracdes
desejadas. Variacbes deste processo serdo reconhecidas por
um perito na técnica. Por exemplo, a ordem em gue o0S
componentes sdo adicionados, se sdo utilizados aditivos

adicionais, a temperatura e pPH a que a formulacdo &
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preparada, sdo todos factores gque podem ser optimizados

para a concentracdo e meios de administracdo usados.

As formulacdes reivindicadas podem ser fornecidas aos
pacientes como solugdes limpidas ou como dois frascos
compreendendo um frasco de, pelo menos, um anticorpo anti-
IL-6 liofilizado, gque é reconstituido com um segundo frasco
que contém  &agua, um  conservante e/ou excipientes,
preferencialmente um tampdo fosfato e/ou uma solucdo salina
e um sal escolhido, num diluente aquoso. Tanto um frasco
de solucdo Unica ou frasco duplo requerendo reconstituicédo
podem ser reutilizados multiplas vezes e podem ser
suficientes para um Unico ou maltiplos ciclos de tratamento
do paciente e, portanto, podem proporcionar um regime de

tratamento mais conveniente do que o atualmente disponivel.

Os presentes artigos de manufactura reivindicados sédo uteis
para a administracédo ao longo de um periodo de
imediatamente a vinte e quatro horas ou mais. Por
conseguinte, 0s artigos de manufactura presentemente
reivindicados oferecem vantagens significativas para o
paciente. As formulacdes da invencdo podem, opcionalmente,
ser armazenadas com seguranca a temperaturas desde cerca de
2 até cerca de 40°C e retém a atividade biolégica da
proteina por periodos prolongados de tempo, permitindo
assim uma rotulagem da embalagem indicando que a solucédo
pode ser mantida e/ou utilizado ao longo de um periodo de
o, 12, 18, 24, 36, 48, 72 ou 96 horas ou mais. Se for
usado diluente preservado, tal rétulo pode incluir uso até

1-12 meses, meio, um e meio e/ou dois anos.
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As solucgbes de pelo menos um anticorpo anti-IL-6 da
invencdo podem ser preparadas por um pProcesso que
compreende a mistura de, pelo menos, um anticorpo num
diluente aquoso. A mistura ¢ levada a cabo utilizando
procedimentos de dissolucdo e mistura convencionais. Para
preparar um diluente adegquado, por exemplo, uma gquantidade
medida de, pelo menos, um anticorpo em &agua ou tampdo, é
combinada em quantidades suficientes para proporcionar a
proteina e, opcionalmente, um conservante ou tampdo nas
concentracbdes desejadas. Variacdes deste processo seréao
reconhecidas por um perito na técnica. Por exemplo, a
ordem em gque o0s componentes s&do adicionados, se séo
utilizados aditivos adicionais, a temperatura e pH a que a
formulacdo ¢é preparada, sdo todos factores que podem ser
optimizados para a concentracdo e meios de administracéio

usados.

Os produtos reivindicados ©podem ser fornecidos aos
pacientes como solucdes limpidas ou como dois frascos
compreendendo um frasco de, pelo menos, um anticorpo anti-
IL-6 liofilizado, que é reconstituido com um segundo frasco
contendo o diluente aquoso. Tanto um frasco de solucédo
unica ou frasco duplo requerendo reconstituicdo podem ser
reutilizados multiplas vezes e podem ser suficientes para
um Unico ou maltiplos ciclos de tratamento do paciente e,
assim, proporcionar um regime de tratamento mais

conveniente do gque o atualmente disponivel.

Os produtos reivindicados podem ser fornecidos
indiretamente aos pacientes por fornecimento a farmacias,
clinicas, ou outras instituicdes e facilidades, solucdes
limpidas ou frascos duplos compreendendo um frasco de, pelo

menos, um anticorpo anti-IL-o6liofilizado, que é
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reconstituida com um segundo frasco que contém o diluente
aqguoso. A solucdo transparente, neste caso, pode ser até
um litro ou mesmo maior em tamanho, proporcionando um
grande reservatdrio do qual pequenas porcdes da solucdo de,
pelo menos um, anticorpo pode ser recuperada uma ou
miltiplas vezes para transferir para frascos mais pegquenos
e fornecida pela farmécia ou clinica para 0s seus clientes

e/ou pacientes.

Dispositivos reconhecidos compreendendo estes sistemas de
frascos individuais incluem os dispositivos de caneta-
injectora para a entrega de uma solucgdo, tais como canetas
BD, BD Autojector®, HumaJect®, NovoPen®, B-D° Pen, Autopen®
e Optipen®, GenotropinPen®, Genotronorm Pen®, Humatro Pen®,
RecoPen®, Roferon Pen®, Biojector®, ijecﬂ% J-tip Needle-
Free Injector®, Intraject®, Medi-Ject®, por exemplo, como

feito ou desenvolvido por Becton Dickensen (Franklin Lakes,

NJ, www.bectondickenson.com), Disetronic (Burgdorf, Suica,
www.disetronic.com; Bioject, Portland, Oregon
(www.bioject.com) ; National Medical Products, Weston
Medical (Peterborough, Reino Unido, WWwW.weston-
medical.com), Medi-Ject Corp (Minneapolis, MN,
www.mediject.com). Dispositivos reconhecidos compreendendo

um sistema de frasco duplo incluem os sistemas de caneta de
injecdo para reconstituir um farmaco liofilizado num
cartucho para distribuicdo da solucdo reconstituida tal

como o HumatroPen®.

Os produtos presentemente reivindicados incluem material de
embalagem. O material de embalagem proporciona, para além
da informacdo necesséaria pelas agéncias reguladoras, as
condic¢des sob as quais o produto pode ser utilizado. 0

material de embalagem da presente invencéao fornece
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instrucdes ao paciente para reconstituir, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 no diluente aquoso para formar uma
solucdo e para usar a solucdo num periodo de 2-24 horas ou
superior para os dois frascos de produto, humido/seco.
Para o frasco tunico de solucdo, o roétulo indica que tal
solugdo pode ser usada por um periodo de 2-24 horas ou
mais. 0Os produtos atualmente reivindicados s&do Uteis para

o0 uso do produto farmacéutico humano.

As formulacdes da presente invencdo podem ser preparadas
por um processo que compreende a mistura de pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 e um tampdo selecionado, de preferéncia
um tampdo de fosfato ou uma solucdo salina contendo o sal
escolhido. A mistura de, pelo menos, um anticorpo e o
tampdo num diluente aquoso ¢ levada a cabo utilizando
procedimentos de dissolucdo e mistura convencionais. Para
preparar  uma formulacéao adequada, por exemplo, uma
quantidade medida de, pelo menos, um anticorpo em &Agua ou
tampdo é combinada com o agente de tamponamento desejado em
dgua em quantidades suficientes ©para proporcionar a
proteina e tampdo nas concentracdes desejadas. Variacdes
deste processo serdo reconhecidas por um perito na técnica.
Por exemplo, a ordem em que oS componentes sdo adicionados,
se sdo utilizados aditivos adicionais, a temperatura e pH a
que a formulacdo é preparada, sdo todos factores que podem
ser optimizados para a concentracéo e meios de

administracdo usados.

As formulacdes estéaveis ou conservadas reivindicadas podem
ser fornecidas aos pacientes como solucgdes limpidas ou como
dois frascos compreendendo um frasco de, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 liofilizado que é reconstituido com um

segundo frasco que contém um conservante ou tampdo e

81



excipientes num diluente aquoso. Tanto wum frasco de
solugdo uUnica ou frasco duplo requerendo a reconstituicéo
podem ser reutilizados multiplas vezes e podem ser
suficientes para um Unico ou multiplos ciclos de tratamento
do paciente e, assim, proporcionar um regime de tratamento

mais conveniente do que o atualmente disponivel.

Pelo menos um anticorpo anti-IL-6 em qualquer das
formulacdes ou solucdes estdveis ou conservadas aqui
descritas, pode ser administrado a um paciente através de
uma variedade de métodos de distribuicdo incluindo injecéo
SC ou IM; transdérmico, pulmonar, transmucoso, implante,
bomba osmbética, cartucho, micro-bomba, ou outros meios
apreciados pelo perito na técnica, bem conhecidas na

técnica.

Aplicag¢des Terapéuticas

A TIL-6, devido a sua atividade pleiotrdpica, estd implicada
na patologia de uma variedade de doencas. Por conseguinte,
uma elevada afinidade, neutralizando o anticorpo quimérico
ou humano para a IL-6, seria desejéavel para ser usado nas
doencas relacionadas com a IL-6, tais como, ©O cancro,
caquexia, SLE, artrite reumatoide, osteoporose, trauma
cerebral, edema cerebral, depressdo, e de CHF. O cCLB8 ou
quaisquer derivados deste mAb, incluindo gquimérico ou
humanizado, ou fragmentos podem ser utilizados no alivio da
dor éssea, 1inibindo o crescimento de tumores, tais como
melanoma, renal, da prdéstata, da mama, do pulmdo, cancro do
cblon e mieloma multiplo, doencas linfoproliferativas e
outras doencas em que a IL-6 tem sido implicada. Este
anticorpo pode ser usado quer como um agente Unico ou em
combinacdo com outros agentes terapéuticos. Além disso,

este Mab pode ser usado como um meio quimiosensitivo, o
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qual pode aumentar a eficdcia terapéutica dos agentes
citotdxicos. Este anticorpo pode ser utilizado como um
radiossensibilizador pelo que pode melhorar a eficédcia da
radiacdo. Pode, também, ser usado em combinacdo com outros
agentes imuno-moduladores de tumor, tais como IL-2, IL-12

e/ou IFNalfa.

Assim, a presente invencdo também fornece um método para
modular ou tratar, pelo menos, uma doenca relacionada com a
IL-6, numa célula, tecido, &érgdo, animal ou paciente, como
conhecido na técnica ou como agui descrito, utilizando pelo

menos um anticorpo anti-IL-6 da presente invengéo.

A IL-6 é conhecida  por aumentar a proliferacéo,
diferenciacdo e sobrevivéncia de células ©plasméticas
malignas no mieloma multiplo (MM) por meio de um mecanismo
autdécrino ou paracrino que envolve a inibicdo da apoptose
das células malignas. MM é uma doenca maligna incurével
das células plasmaticas onde, o bloqueio da IL-6 tem sido
postulada como sendo uma terapia eficaz (Anderson et al,
Multiple Myeloma: New Insights and Therapeutic Approaches.
Hematology: 147-165, 2000). A TIL-6 tem também um efeito
tumorigénico no carcinoma de células Dbasais, onde as
células transfectadas de IL-6 mostraram um aumento da taxa
de crescimento do tumor quer por supressdo da apoptose quer
pela promocdo ativa (Jee et al., Overexpression of
Interleukin-6 in human basal cell carcinoma cells lines
increases anti-apoptotic activity and tumorigenic potency.
Oncogene, Vol. 20, No. 2 pp.198-208, 2001). A IL-6 também
pode promover a resisténcia das células do cancro da mama a
quimioterapia por induzir a expressdo do gene mdrl (mdrl e

vias de metalotioneina) (Conze et al., Autocrine Production
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of Interleukin 6 Causes Multidrug Resistance in Breast

Cancer Cells. Cancer Res. 61: 8851-8858, 2001).

A capacidade da IL-6 para mediar a sobrevivéncia das
células do tumor e a progressdo da doenca foi confirmada
pelos efeitos inibitérios de anti-IL-6 mAb sobre o
crescimento tumoral, tanto in vitro e in vivo. Foi relatado
que o blogueio de IL-6 pode inibir o crescimento de tumores
cerebrais humanos (glioblastomas) in vitro (Goswami et al.,
Interleukin-6-mediated autocrine growth promotion in human
glioblastoma multiforme cell line U8T7MG. J Neurochem 71:
1837-1845, 1998). Utilizando a mesma abordagem, foi
demonstrado que a injecdo de anticorpo murino anti-IL-6
CLB8, prolongou a sobrevivéncia de ratinhos portadores de
tumores humanos (Mauray et al, Epstein-Barr virus-dependent
lymphoproliferactive disease: critical role of IL-6. Eur J
Immunol, 30 (7):2065-73, 2000). Também foi relatado gue o
anticorpo anti-IL-6m CLBB regrediu o crescimento de tumores
de carcinoma renal humano e diminuiu as concentracdes de
cédlcio no soro em ratinhos nus (Weisglass et al., The role
of Interleukin-6 in the induction of hypercalcemia in renal
cell carcinoma transplanted into nude mice. Endocrinology
138 (5):1879-8., 1995). O anticorpo CLB-8 também regrediu
a hormona estabelecida de =xenoenxertos refractidrios de
tumor da préstata humana em ratos (Smith et al. 2001). O
anticorpo monoclonal anti-interleucina-6 induz a regressdo
de xenoenxertos de cancro da prdéstata humano em ratinhos

nus (Smith e Keller, Prostate, 48 (1) :47-53).

A TIL-6 também pode ser um factor de progndédstico e um
marcador para malignidades. No carcinoma de células renais
(RCC), foram relatados niveis elevados de 1IL-6 para

correlacionar com a metdstase do tumor e, eventualmente,
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para progndéstico pobre e curta sobrevivéncia (Jean-Yves
Blay et al. 1992). Além disso, no RCC, niveis séricos de
IL-6 estdo associados a uma resposta fraca a terapia com
IL-2 (Fumagalli, et al. 1999) marcadores de soro de pré-
tratamento e resposta dos linfécitos a terapia de
interleucina-2. Br J Cancer 80 (3-4):407-11 e
correlacionados com o grau de toxicidade de IL-2 associada
(Capuron et al. 2001). A associacdo entre a ativacéo
imunitdria e sintomas depressivos precoces em pacientes com
cancro tratados com terapia de base de interleucina-2.

Psychoneuroendocrinology, 26 (8):797-808.

Niveis elevados de IL-6 também se correlacionam com pior
progndéstico e a presenca de doenca metastadtica no cancro da
mama (Kurebayashi 2000 e Benoy 2002), regulacdo da secrecédo
de interleucina-6 a partir de células de cancro da mama e
suas implicac¢des clinicas. Breast Cancer; 7 (2):124-9. O
soro da interleucina 6, o plasma VEGF, soro de VEGF, e
carga de plaguetas VEGEF em pacientes com cancro da mama.

Clin Breast Cancer; 2 (4):311-5.

A IL-6 é a hipdbtese de ser um fator causal de morbidade
relacionada ao cancro tais como astenia/caquexia e
reabsorcdo 6ssea. A caquexia induzida por tumor (Cahlin et
al. 2.000) e a reabsorcédo 6ssea (hipercalcemia subsequente)
(Sandhu et al., 1999) foram encontradas para estarem
diminuidas em ratos knockout de IL-6. A depressdo
associada ao cancro, e edema cerebral secunddrio em tumores
cerebrais também tém sido associados com niveis elevados de
IL-6 (Musselman et al 2001.). O anticorpo antilIL-6 cCLBS8
da invencdo também inibiu o melanoma humano e a caquexia

induzida por carcinoma da préstata humano em ratinhos nus.
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Experiéncia clinica com agentes anti-IL-6

Varios ensaios clinicos com anticorpos monoclonais contra a
IL-6, foram realizados em varias doencas, incluindo a
leucemia de células do plasma, mieloma maltiplo, doenca B-
linfo-proliferativa, artrite reumatoide, carcinoma de

células renais e linfoma associado a SIDA.

Um estudo de Fase I de dose crescente com o anticorpo anti-
IL-6 cCLB-8 da presente invencdo para o tratamento de
pacientes refractédrios com fase avancada do mieloma
miltiplo (N = 12) demonstrou gque alguns pacientes tiveram
estabilizacdo da doenca. Apds a interrupcdo do tratamento,
houve aceleracdo no aumento dos niveis de proteina M,
sugerindo a recuperacdo da doenca apbds a retirada da
terapia. O anticorpo anti-IL-6-8 cCLB inibiu a circulacéo
livre de IL-6. Mais importante ainda ¢é que nenhuma
toxicidade (exceto trombocitopenia transitdéria em dois
pacientes pré-tratados intensivamente) ou reacdes alérgicas
foram observadas. A proteina C-reativa (CRP) diminuiu
abaixo do nivel de detecgcdo em todos os pacientes. O
anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 demonstrou uma longa semivida
circulante de 17,8 dias, e ndo houve resposta imunitaria do
anticorpo anti-quimérico humano (HACA) observada (van
Zaanen et al. 1998). A administracdo de CNTO 328 ndo causou
alteracdes na pressao arterial, pulso, temperatura,
hemoglobina, funcdes do figado e fungdes renais. Excepto
para trombocitopenia transitéria em dois pacientes
pesadamente pré-tratados, ndo foram observadas nenhuma
toxicidade ou reacdes alérgicas, e ndo houve nenhuma
resposta imune ao anticorpo anti-quimérico humano (HACA).
Trés pacientes desenvolveram complicacdes relacionadas com
a infeccdo durante o tratamento, no entanto, uma possivel

relacdo com o anticorpo anti-IL-6 cCLB-8 era improvavel
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porque as complicacdes infecciosas sdo comuns na fase final
do mieloma multiplo e sdo uma das principais causas de
morte. Além disso, todos os trés pacientes foram capazes de
responder a sua infecgdo, mesmo na presenca do anticorpo
anti-IL-6 cCLB-8, sugerindo que a terapia com anti-IL-6 né&o
é capaz de bloquear a IL-6 durante a infeccdo. N&do foram
relatadas mortes associadas ao tratamento. Em conclusdo, os
resultados deste estudo sugerem que anticorpo anti-IL-

6cCLB-8 foi seguro em pacientes com mieloma multiplo.

Assim, aqui descrito é um método para modular ou tratar,
pelo menos, uma doenca maligna numa célula, tecido, dérgéo,
animal ou paciente, incluindo, mas ndo limitado a, pelo
menos, um dos seguintes: mieloma multiplo, leucemia,
leucemia aguda, leucemia linfoblédstica aguda (ALL), de
células B, T ou FAB ALL, leucemia mieldide aguda (AML),
leucemia mieldide crdémica (CML) , leucemia linfocitica
crénica (CLL), leucemia de células pilosas, sindrome
mielodiplastico (MDS), linfoma, doenca de Hodgkin, linfoma
maligno, linfoma n&o-Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma
multiplo, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrectal,

carcinoma de células renais, carcinoma pancreéatico,

carcinoma da prostata, carcinoma da nasofaringe,
histiocitose maligna, sindroma paraneopléstico/
hipercalcemia da malignidade, tumores sbélidos,

adenocarcinomas, sarcomas, melanoma maligno, hemangioma,
doenca metastédtica, reabsorcdo Oéssea relacionada com o
cancro, dor relacionada com o cancro &sseo, supressdo de
metidstase do cancro, melhoria da caquexia do cancro e
tratamento de doencas inflamatdérias, tais como a
glomerulonefrite proliferativa mesangial e semelhantes. Um
tal método pode, opcionalmente, ser utilizado em combinacédo

com, por administracdo antes, concorrentemente ou apds a
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administracdo de tais anticorpos IL-6, terapia de radiacéo,
um agente anti-angiogénico, um agente quimioterapéutico, um

inibidor da farnesil transferase ou semelhantes.

Também aqui ¢é revelado um método para modular ou tratar,
pelo menos, uma doenca imunoldégica relacionada com a
mediacdo de IL-6, numa célula, tecido, 6rgdo, animal ou
paciente, incluindo, mas né&do limitado a, pelo menos,
artrite reumatoide, artrite reumatoide Jjuvenil, inicio da
artrite reumatoide Jjuvenil sistémica, artrite psoridtica,
espondilite anquilosante, TUlcera géastrica, artropatias
soronegativas, asteoartrite, doenca inflamatdéria
intestinal, colite ulcerosa, lupus eritematoso sistémico,
sindrome antifosfolipide, iridociclite/uveite/neurite
bptica, fibrose pulmonar idiopatica, vasculites
sistémicas/granulomatose de wegener, sarcoidose, orquite/
procedimentos de reversdo da vasectomia, doencas alérgicas/
atépicas, asma, rinite alérgica, eczema, dermatite de
contato alérgica, conjuntivite alérgica, pneumonite por
hipersensibilidade, transplantes, rejeicédo de brgédos
transplantados, doenca do enxerto-versus-hospedeiro,
sindrome de resposta inflamatdéria sistémica, sindrome de
septicemia, septicemia gram ©positiva, septicemia gram
negativa, septicemia de cultura negativa, septicemia
fingica, neutropenia febril, wurosepsia, meningococemia,
trauma/hemorragia, queimaduras, exposicéo a radiacéao
ionizante, pancreatite aguda, sindrome da angustia
respiratédria do adulto, artrite reumatoide, hepatite
induzida por 4&lcool, patologias inflamatdérias crédnicas,
sarcoidose, patologia de Crohn, anemia falciforme,
diabetes, nefrose, doencas atdépicas, reacdes de
hipersensibilidade, rinite alérgica, febre dos fenos,

rinite perene, conjuntivite, endometriose, asma, urticéaria
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anafalaxia sistémica, dermatite, anemia perniciosa, doencas
hemoliticas, trombocitopenia, rejeicdo de qualquer drgdo ou
tecido, rejeicdo do transplante do rim, —rejeicdo de
transplante de coracdo, rejeicdo de transplante de figado,
rejeicéo de transplante de péncreas, rejeicéao de
transplante de pulmdo, rejeicdo de transplante de medula
b6ssea (TMO), rejeicdo do enxerto de pele, rejeicdo de
transplante de cartilagem, rejeicdo de enxerto &sseo,
rejeicdo de transplante do intestino delgado, rejeicdo de
implante de timo fetal, <rejeicdo de transplantes da
paratiredide, rejeicdo de xenoenxerto de qualquer orgdo ou
tecido, rejeicdo do enxerto, reacdes de hipersensibilidade
anti-receptor, doenca de Graves, doenca de Raynoud,
diabetes resistente a insulina tipo B, asma, miastenia
grave, citotoxicidade mediada por anticorpo, reacdes de
hipersensibilidade do tipo 111, ltpus eritematoso

sistémico, sindrome POEMS (polineuropatia, organomegalia,

endocrinopatia, gamopatia monoclonal e sindrome de
alteracdes da pele), polineuropatia, organomegalia,
endocrinopatia, gamopatia monoclonal, sindrome de

alteracdes da pele, sindrome antifosfolipidio, pénfigo,
esclerodermia, doenca mista do tecido conjuntivo, doenca
idiopatica de Addison, diabetes mellitus, hepatite crdnica
ativa, cirrose biliar priméria, vitiligo, vasculite
sindrome MI pds-cardiotomia, hipersensibilidade de tipo IV,
dermatite de contato, pneumonite por hipersensibilidade,
rejeicdo do enxerto, granulomas devido a organismos
intracelulares, sensibilidade a fadrmacos metabdlica
/idiopédtica, doenca de Wilson, hemacromatose, deficiéncia
de alfa-l-antitripsina, retinopatia diabética, tiroidite de
Hashimoto, osteoporose, avaliacdo do eixo hipotélamo-
pituitdria-adrenal, <cirrose biliar primaria, tiroidite,
encefalomielite, cagquexia, fibrose quistica, doenca

pulmonar crdnica neonatal, doenca pulmonar crbdnica
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obstrutiva (COPD), linfohistiocitose hematofagocitica
familiar, condicdes dermatoldgicas, psoriase, alopecia,
sindroma nefroético, nefrite, nefrite glomerular,
insuficiéncia renal aguda, hemodidlise, uremia, toxicidade,
pré-eclémpsia, terapia okt3, terapia anti-CD3, terapia de
citogquina, gquimioterapia, terapia de radiacdo (por exemplo,
incluindo, mas ndo limitado a astenia, anemia, caquexia, e
semelhantes), intoxicacédo crénica por salicilato, apneia do
sono, obesidade, insuficiéncia cardiaca, sinusite, doenca
inflamatéria do intestino, e semelhantes. Ver, por exemplo,
The Merck Manual, Edig¢bes 12-17, Merck & Company, Rahway,
NJ (1972, 1977, 1982, 1987, 1992, 1999) Pharmacotherapy
Handbook, Wells et al. Eds., Segunda Edicdo, Appleton e
Lange, Stamford, Conn (1998, 2000).

Também aqui é revelado um método para modular ou tratar,
pelo menos, uma doenca infecciosa de uma célula, tecido,
brgdo, animal ou paciente, incluindo, mas ndo limitado a,
pelo menos, um dos seguintes: uma infeccdo bacteriana aguda
ou crdnica, processos parasitédrios ou infecciosos agudos e
crbdnicos, incluindo infeccdes bacterianas, virais e
fungicas, infeccdo por o HIV/neuropatia por HIV, meningite,
hepatite (A, B ou C, ou semelhantes), artrite séptica,
peritonite, pneumonia, epiglotite, e. coli 0157:H7,
sindrome hemolitico-urémico/plarpura trombocitopénica
trombolitica, maléria, febre hemorrédgica de dengue,
leishmaniose, 1lepra, sindrome do choque téxico, miosite
estreptocdcica, gangrena gasosa, tuberculose
micobacteriana, avium micobacteriana intracelular,
pneumonia por Pneumocystis carinii, doenca inflamatdria
pélvica, orquite/epidimite, legionella, doenca de Lyme,

gripe A, virus de Epstein-Barr, sindrome hemafagocitico
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associado wvital, encefalite vital/meningite asséptica, e

semelhantes.

Qualquer destes métodos pode, opcionalmente, compreender a
administracdo de uma quantidade eficaz de, pelo menos, uma
composicdo ou composicdo farmacéutica compreendendo pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 a uma célula, tecido, o6érgéo,
animal ou ©paciente em necessidade de tal modulacéo,
tratamento ou terapia. As indicacbes para tratamento com
terapia anti-IL-6 sdo descritas nas seguintes referéncias.
Van Snick, "Interleukin-6: Na Overview", Ann. Rev.
Immunol., 8:253-278 (1990); Campbell et al., "Essential
Role for Interferon-gamma and Interleukin-6 in Autoimmune
Insulin-dependent Diabetes in NOD/Wehi Mice", J. Clin.
Invest., 87:739-742 (1991); Heinrich et al. "Interleukin-6
Monoclonal Antibody Therapy for a Patient with Plasma Cell
Leukemia™, Blood, 78 (5):1198-1204 (1991); Starnes et al.
"Anti-IL-6 Monoclonal Antibodies Protect Against Lethal
Escherichia «coli 1Infection and Lethal Tumor Necrosis
Factor-alpha. Challenge in Mice", J. Immunol., 145
(12) :4185-4191 (1990); Strassman et al., "Evidence for the
involvement of interleukin 6 in Experimental Cancer

Cachexia"™ J. Clin. Invest., 89:1681-1684 (1992).

Qualquer método aqui descrito pode compreender a
administracdo de uma quantidade eficaz de uma composicdo ou
formulacéao farmacéutica compreendendo pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 a uma célula, tecido, ¢érgdo, animal ou
paciente em necessidade de tal modulacdo, tratamento ou
terapia. Tal método pode compreender ainda, opcionalmente,
a co-administracdo ou a terapia de combinacdo para O
tratamento de tais doencas autoimunes ou doencas malignas,

em que a administracdo do referido pelo menos um anticorpo
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anti-IL-6-, porcdo especificada ou variante, compreende
ainda a administracdo, antes, simultaneamente e/ou depois
de, pelo menos, um selecionado de, pelo menos, um
antagonista de TNF (por exemplo, mas ndo limitado a um
anticorpo ou fragmento de TNF, um receptor soluvel de TNF
ou fragmento, suas proteinas de fusdo ou uma pequena
molécula antagonista de TNF), um anticorpo de IL-18 ou
fragmento, uma pequena molécula antagonista de IL-18 ou
receptor de proteina de ligacdo de IL-18, um anticorpo de
IL-1 (incluindo IL-1 alfa e IL-1 beta), ou fragmento, um
antagonista do receptor soltvel de IL-1, um antirreumé&tico
(por exemplo, metotrexato, auranofina, aurotioglucose,
azatioprina, etanercept, tiomalato de ouro de sdédio,
sulfato de hidroxicloroquina, leflunomida, sulfassalazina,
terapia de radiacdo, um agente anti-angiogénico, um agente

quimioterapéutico, talidomida, um relaxante muscular, um

narcdtico, um  farmaco anti-inflamatdério ndo-esteroide
(NSAID), um analgésico, um anestésico, um sedativo, um
anestésico local, um bloqueador neuromuscular, um
antimicrobiano (por exemplo, aminoglicosideos, um
antifdngico, um antiparasitério, um antiviral, um

carbapenem, cefalosporina, flurorquinolona, macrolideo,
penicilina, sulfonamida, tetraciclina, outro
antimicrobiano), um antipsoridtico, um corticosterdide, um
esteroide, um agente anabdlico relacionado com a diabetes,
um mineral, um nutriente, um agente da tirdide, uma
vitamina, uma hormona relacionada com o calcio, um
eritropoietina (p. ex., epoetina alfa), um filgrastim (por
exemplo, G-CSF, Neupogen) , um sargramostim (GM-CSF,
leuquina), uma imunizacéao, uma imunoglobulina, um
imunossupressor (por exemplo, basiliximab, ciclosporina,
daclizumab), uma hormona de crescimento, um farmaco de
substituicdo  hormonal, um modulador de receptor de

estrogénio, um midridtico, um cicloplégico, um agente
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alguilante, um antimetabolito, um inibidor mitdético, um
radiofarmaco, um agente antidepressivo, um agente
antimaniaco, um antipsicodtico, um ansiolitico, um
hipnético, um simpatomimético, um estimulante, donepezil,
tacrina, uma medicac¢do para a asma, um agonista beta, um
esteroide 1nalado, um inibidor de leucotrienos, uma
metilxantina, uma cromolina, uma epinefrina ou anélogo,
dornase-alfa (Pulmozyme), uma citoquina ou um antagonista
da citogquina. Dosagens adequados s&o bem conhecidas na
egspecialidade. Ver, por exemplo, Wells et al. Eds.,
Pharmacotherapy Handbook, 2nd Edition, Appleton and Lange,
Stamford, CT (2000); PDR Pharmacopeia, Tarascon Pocket
Pharmacopeia 2000 Deluxe Edition, Tarascon Publishing, Loma

Linda, CA (2000).

Os antagonistas de TNF adequados para as composicdes,
terapia de combinacdo, coadministracdo, e/ou dispositivos
da presente invencdo (compreendendo ainda pelo menos um
anticorpo, sua porcdo especificada e variante, da presente
invencdo), incluem, mas ndo estdo limitados a, anticorpos
anti-TNF, fragmentos de ligacdo ao antigénio dos mesmos, e
as moléculas receptoras que se ligam especificamente ao
TNF; compostos que previnem e/ou inibem a sintese de TNF, a
libertacdo de TNF ou a sua acdo sobre células-alvo, tais
como talidomida, tenidap, inibidores da fosfodiesterase
(por exemplo, pentoxifilina e rolipram), agonistas do
receptor da adenosina A2b e potenciadores do receptor da
adenosina A2b; compostos que previnem e/ou inibem a
sinalizacdo do receptor de TNF, tal como os inibidores de
quinase da proteina ativada por mitdégeno (MAP); compostos
que blogueiam e/ou inibem a clivagem de TNF de membrana,
tais como a inibidores de metaloproteinase; compostos que

blogueiam e/ou inibem a atividade de TNF, tais como a

93



enzima conversora da angiotensina (ECA) (por exemplo,
captopril); e compostos que blogueiam e/ou 1inibem a
producdo de TNF e/ou sintese, tais como inibidores da

quinase MAP.

Tratamentos terapéuticos.

Qualquer método aqui descrito pode compreender um método
para o tratamento de um distUrbio mediado por IL-6, gue
compreende a administracdo de uma quantidade eficaz de uma
composicdo ou formulacdo farmacéutica compreendendo pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 a uma célula, tecido, o6rgédo,
animal ou paciente necessidade de tal modulacdo, tratamento
ou terapia. Tal método pode compreender ainda,
opcionalmente, a terapéutica de coadministracéo ou
combinacdo para o tratamento de tais doencas imunes, em que
a administracdo do referido pelo menos um anticorpo anti-
IL.-6, sua porcdo especificada ou variante, compreende ainda
a administracdo de, antes, concorrentemente e/ou depois,

pelo menos um agente, tal como descrito acima.

Tipicamente, o tratamento de condig¢des patoldbgicas &
efectuado por administracdo de uma quantidade eficaz ou
dosagem de, pelo menos, uma composicdo de anticorpo anti-
IL-6 no total, em média, a uma gama de, pelo menos, cerca
de 0,01 a 500 miligramas de pelo menos um anticorpo anti-
IL-6 por quilograma de paciente por dose, e preferivelmente
de pelo menos <cerca de 0,1 a 100 miligramas de
anticorpo/quilograma de doente por administracdo Unica ou
maltipla, dependendo da atividade especifica contida na
composicdo. Alternativamente, a concentracdo de soro eficaz
pode compreender 0,1-5000 pg ml de concentracdo no sSoro por
administracdo Unica ou multipla. As dosagens adequadas séo

do conhecimento dos médicos e vdo, naturalmente, depender
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do estado de doenca em particular, a atividade especifica
da composicdo a ser administrada, e do doente particular
submetido a tratamento. Em alguns casos, para atingir o
valor terapéutico desejado, pode ser necessdrio prever a
administracdo repetida, isto é, administracdes individuais
repetidas de uma dose particular, medida ou monitorizada,
em que as administracdes individuais s&o repetidas até que

a dose didria ou o efeito desejado seja alcancado.

As doses preferidas podem incluir, opcionalmente, 0,1, 0,2,
0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 112, 12, 13, 14 , 15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53,
54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 62, 63, 64, 65 , 66, 67, 68,
69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99 e/ou 100-500 mg/Kg/administracdo, ou qualquer gama,
valor ou sua fraccdo, ou para atingir uma concentracado
sérica de 0,1, 0,5, 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,5, 1,9, 2,0, 2,5,
2,9, 3,0, 3,5, 3,9, 4,0, 4,5, 4,9, 5,0, 5,5, 5,9, 6,0, 6,5,
6,9, 7,0, 7,5, 7,9, 8,0, 8,5, 8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 10, 10,5,
0,9, 11, 11,5, 11,9, 20, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9,
14,0, 14,5, 4,9, 5,0, 5,5., 5,9, 6,0, 6,5, 6,9, 7,0, 7,5,
7,9, 8,0, 8,5, 8,9, 9,0, 9,5, 9,9, 10, 10,5, 10,9, 11,
11,5, 11,9, 12, 12,5, 12,9, 13,0, 13,5, 13,9, 14, 14,5, 15,
15,5, 15,9, 16, 16,5, 16,9, 17, 17,5, 17,9, 18, 18,5, 18,9,
19, 19,5, 19,9, 20, 20,5, 20,9, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90,
96, 100, =200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500 e/ou 5000 pg/ml de
concentracdo no soro por administracdo Unica ou multipla,

ou qualquer gama, valor ou sua fraccéo.
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Alternativamente, a dosagem administrada pode variar
dependendo de factores conhecidos, tais como as
caracteristicas farmacodindmicas do agente particular e do
seu modo e via de administracdo, a idade, saude e peso do
receptor, a natureza e extensdo dos sintomas, tipo de
tratamento concorrente, frequéncia do tratamento e efeito
desejado. Normalmente, uma dosagem de ingrediente ativo
pode ser de cerca de 0,1 a 100 miligramas por quilograma de
peso corporal. Habitualmente 0,1 a 50 e, de preferéncia de
0,1 a 10 miligramas por quilograma por administracdo ou em
forma de libertacdo sustentada que seja EFicaz para obter

0S resultados desejados.

Como um exemplo ndo limitante, o tratamento de seres
humanos ou animais pode ser proporcionado como um tempo ou
dosagem periddica de pelo menos um anticorpo da presente
invencdo, 0,1 a 100 mg/kg, tal como 0,5, 0,9, 1,0, 1,1,
1,5, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le¢,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40,
45, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 mg/kg, por dia, em, pelo
menos, um dos dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, ou 40, ou
alternativamente ou adicionalmente, pelo menos, uma das
semanas 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
le, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
406, 47, 48, 49, 50, 51, ou 52, ou alternativamente ou
adicionalmente, pelo menos, um de 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1lo, 17, 18, 19 ou 20 anos, ou
qualgquer combinacdo destas, utilizando-se uma Unica, ou em

doses repetidas de infuséo.
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As formas de dosagem (composicéo) adequadas para
administracdo interna contém, geralmente, desde cerca de
0,1 miligrama até cerca de 500 miligramas de ingrediente
ativo por unidade ou recipiente. Nestas composicdes
farmacéuticas o ingrediente ativo estard normalmente
presente numa quantidade de cerca de 0,5-99,999% em peso

com base no peso total da composicédo.

Formulacdes parenterais e Administracgédo

Para administracdo parentérica, o anticorpo pode ser
formulada como uma solucdo, suspensdo, emulsdo ou pd
liofilizado em associacdo, ou fornecido em separado, com um
veiculo parenteral farmaceuticamente aceitédvel. Exemplos de
tais veiculos s&do &gua, solucdo salina, solucdo de Ringer,
solucdo de dextrose e 1-10% de albumina de soro humano. Os
lipossomas e veiculos ndo aquosos tais como &6leos fixos,
também podem ser usados. O veiculo ou pd liofilizado pode
conter aditivos que mantém a isotonicidade (por exemplo,
cloreto de sdédio, manitol) e A estabilidade qgquimica (por
exemplo, tampdes e conservantes) . A formulacéao é

esterilizada por técnicas conhecidas ou adequadas.

Os veiculos farmacéuticos adequados estdo descritos na
edicdo mais recente de Remington’s Pharmaceutical Sciences,

A. 0Osol, um texto de referéncia padrdo neste campo.

As formulacdes para administracdo parentérica podem conter
como excipientes comuns agua estéril ou solucdo salina,
polialguilenoglicdis tais como polietilenoglicol, &éleos de
origem vegetal, naftalenos hidrogenados e semelhantes. As
suspensdes aquosas ou oleosas para 1injecdo podem ser

preparadas usando um emulsionante ou humidificador adequado
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e um agente de suspensdo, de acordo com métodos conhecidos.
0Os agentes para a injecdo podem ser agentes de diluicéo,
ndo-tbéxicos, nédo-oralmente administravel, tais como uma
solugdo aquosa, uma solucdo injetédvel estéril ou suspenséo
num solvente. S&o0 permitidos como veiculo ou solvente
utilizéavel, agua, solucdo de Ringer, solugcdo salina
isotdnica, etc.; como um solvente comum, ou solvente de
suspensdo, 6leo ndo volatil estéril pode ser usado. Para
estes fins, qualquer tipo de 6leo ndo voléatil e &cido gordo
pode ser usado, incluindo os 06leos gordos naturais ou
sintéticos ou semissintéticos ou &cidos gordos; mono, di ou
triglicéridos naturais ou sintéticos ou semissintéticos.
Administracdo parental é conhecido na técnica e inclui, mas
ndo estd limitado a, meios convencionais de injec¢des, um
dispositivo de agulha de injecdo de gas de pressédo
reduzida, tal como descrito na Patente US 5851198, e um
dispositivo perfurador a laser como descrito na Patente US

5839446.

Entrega Alternativa

Um anticorpo anti-IL-6 pode ser administrado por via

parentérica, subcuténea, intramuscular, intravenosa,
intrarticular, intrabronquial, intra-abdominal,
intracapsular, intracartilaginosa, intracavitéaria,
intracelial, intracelebelar, intracerebroventricular,

intracdélica, intracervical, intragdstrica, intra-hepéatica,
intramiocérdica, intraosteal, intrapélvica,
intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapleural,
intraprostéatica, intrapulmonar, intra-rectal, intrarenal,
intra-retiniana, intraespinal, intra-sinovial,
intratorécica, intra-uterina, intravesical, bolus, vaginal,
rectal, Dbucal, sublingual, intranasal ou transdérmica.
Pelo menos, uma composicdo de anticorpo anti-IL-6 pode ser

preparada para utilizacdo para administracdo parentérica
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(subcuténea, intramuscular ou intravenosa) ou gualquer
outra administracdo particularmente na forma de solucdes
liquidas ou suspensdes, para uso em administracdo vaginal
ou rectal particularmente em formas semissdlidas tais como,
mas ndo se limitando a, cremes e supositdrios; para
administracdo bucal ou sublingual, tal como, mas néao
limitado a, na forma de comprimidos ou céapsulas; ou por via
intranasal, tal como, mas ndo limitado a, na forma de pods,
gotas nasais ou aerossdis ou certos agentes; ou por via
transdérmica, como ndo se limitando a um gel, pomada,
locdo, suspensdo ou Sistema de entrega por adesivo com
potenciadores de quimicos, tais como dimetilsulféxido tanto
para modificar a estrutura da pele como para aumentar a
concentracdo de fadrmaco no sistema transdérmico (Junginger,
et al. Em "Drug Permeation Enhancement"; Hsieh, D.S., eds,
pp 59-90 (Marcel Dekker, 1Inc., New York 1994.), ou com
agentes oxidantes que possibilitam a aplicacéo de
formulacdes contendo proteinas e péptidos na pele (WO
98/53847), ou aplicacdes de campos eléctricos para criar
vias de transporte transientes, tais como a electroporacédo,
ou para aumentar a mobilidade dos farmacos carregados
através da pele, tais como iontoforese, ou aplicacdo de
ultrassons, tal como, a sonoforese (Patentes US 4309989 e

4767402) .

Administracdo Pulmonar/Nasal

Para a administracdo pulmonar, preferivelmente, pelo menos,
uma composicdo de anticorpo anti-IL-6 ¢é entregue num
tamanho de particula eficaz para atingir as vias aéreas
inferiores do pulmdo ou seios nasais. Um anticorpo anti-IL-
6 pode ser entregue por gqualquer um de uma variedade de
dispositivos de inalacdo ou nasais conhecidos na técnica
para a administracdo de um agente terapéutico por inalacéo.

Estes dispositivos capazes de depositar formulacgdes de
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aerossol na cavidade do seio ou alvéolos de um paciente
incluem 1inaladores de dose <calibrada, nebulizadores,
geradores de pd seco, pulverizadores, e similares. Outros
dispositivos adequados para dirigir a administracéo
pulmonar ou nasal de anticorpos sdo também conhecidos na
técnica. Todos estes dispositivos podem utilizar
formulacdes adequadas para a administracdo de um anticorpo
num aerossol. Tais aerossdis podem ser constituidos por
solucdes (tanto aquosas, como  nao aquosas) ou por
particulas sdélidas. 0Os inaladores de dose medida, como ©
inalador de dose medida Ventolin®, tipicamente usam um gés
propulsor e requerem a atuacdo durante a inspiracédo (Ver,
por exemplo, WO 94/16970, WO 98/35888). Inaladores de pbd
seco, como Turbohaler (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Discus®
(Glaxo), inalador Spiros’ (Dura), 0os dispositivos
comercializados pela Inhale Therapeutics, e o inalador de
pé Spinhaler® (Fisons), usam a atuacdo por respiracdo de um
pé misto (US 4668218 Astra, EP 237507 Astra, WO 97/25086
Glaxo, WO 94/08552 Dura, US 5458135 1Inhale, WO 94/06498

Fisons). Nebulizadores como AERx  Aradigm, nebulizador
Ultravent® (Mallinckrodt), e o nebulizador Acorn 11°
(Marquest Medical Products) (US 5404871 Aradigm, WO

97/22376), produzem aerossbdis a partir de solucgdes,
enquanto os inaladores de dose calibrada, inaladores de pd
seco, etc. geram aerossdis de pequenas particulas. Estes
exemplos especificos de dispositivos de inalacéo
comercialmente disponiveis sdo destinados a ser uma
representacdo dos dispositivos especificos apropriados para
esta pratica, e ndo pretendem ser limitativos. De
preferéncia, uma composicdo gque compreende pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 é fornecido por um inalador de pd seco
ou um pulverizador. Existem diversas <caracteristicas
desejaveis de um dispositivo de inalacdo para administrar

pelo menos um anticorpo da presente invencdo. Por exemplo,
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a entrega do dispositivo de inalacdo ¢ vantajosamente
confidvel, reprodutivel e precisa. O dispositivo de
inalacdo pode, opcionalmente, fornecer pequenas particulas
secas, por exemplo, menos do que cerca de 10 pum, de

preferéncia cerca de 1-5 pm, para uma boa respirabilidade.

Administracdo de composigdes do anticorpo de IL-6 como um
spray

Um pulverizador, incluindo uma de anticorpo de proteina
composicdo IL-6, pode ser produzido forcando uma suspenséio
ou solucdo de pelo menos um anticorpo anti-IL-6 do
anticorpo através de um bocal sob presséio. O tamanho e
configuracdo do bocal, a pressdo aplicada e a taxa de
alimentacdo de liguido podem ser escolhidos para alcancar o
resultado desejado e o tamanho da particula. Um spray
eléctrico pode ser produzido, por exemplo, POr um campo
eléctrico, em ligacdo com uma alimentacdo capilar ou bocal.
Vantajosamente, as particulas de, pelo menos, uma
composicdo de anticorpo de proteina anti-IL-6, emitidas por
um pulverizador tém um tamanho de particula inferior a
cerca de 10 um, de preferéncia no intervalo de cerca de 1
um a cerca de 5 pm, e mais preferencialmente de cerca de 2

um a cerca 3 pm.

As formulacdes de pelo menos uma composicdo de anticorpo de
proteina anti-IL-6, adequada para o uso com um pulverizador
tipicamente incluem a composicdo de anticorpo de proteina
numa solucdo aquosa a uma concentracdo de cerca de 0,1 mg a
cerca de 100 mg de pelo menos uma composicdo de anticorpo
de proteina anti-IL-6 por ml de solucdo ou mg/gm, ou
qualquer intervalo ou valor do mesmo, por exemplo, mas ndo
limitado &, 0,1, 0,2., 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 9, 1,
2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1l¢,17,18,
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19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 45, 50,
60, 70, 80, 90 ou 100 mg/ml ou mg/gm. A formulacdo pode
incluir agentes tais como um excipiente, um tampdo, um
agente de isotonicidade, um conservante, um tensioativo, e,
preferivelmente, =zinco. A formulacdo pode também incluir
um excipiente ou agente para a estabilizacdo composicdo de
anticorpo da proteina, tal como um tampdo, um agente de
reducdo, grandes quantidades de uma proteina, ou um hidrato
de carbono. As proteinas a granel uUteis na formulacdo da
composicdo de anticorpo de proteinas incluem albumina,
protamina, ou semelhantes. Hidratos de carbono tipicos
Uteis na formulacdo da composicdo de anticorpo de proteinas
incluem sacarose, manitol, lactose, trealose, glicose, ou
similar. A formulacdo de composicdo de anticorpo da
proteina também pode incluir um tensiocativo, que pode
reduzir ou prevenir a agregacdo induzida da superficie da
composicdo de anticorpo da proteina causada pela atomizacéo
da solucdo na formacdo de um aerossol. Varios agentes
tensiocativos convencionais podem ser empregues, tais como
ésteres de polioxietileno de &cidos gordos e &lcoois, e
ésteres de 4cidos gordos de polioxietileno sorbitol. Os
valores variardo geralmente entre 0,001 e 14% em peso da
formulacéo. Agentes tensioativos especialmente preferidos
para estes fins sdo monooleato de polioxietileno sorbitano,
polissorbato 80, polissorbato 20 ou semelhantes. Agentes
adicionais conhecidos na técnica para a formulacdo de uma
proteina, tal como anticorpos IL-6 ou partes ou variantes

egspecificadas, podem também ser incluidos na formulacéo.

Administragcdo de composigcdes de anticorpos IL-6 por um
nebulizador

A composicéado de anticorpo de pProteina pode ser
administrada por um nebulizador, como nebulizador de Jjacto

ou um nebulizador ultrassénico. Tipicamente, num
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nebulizador de Jjacto, uma fonte de ar comprimido ¢é usado
para criar um Jjacto de ar de alta velocidade através de um
orificio. A medida que o gés se expande para além do
bocal, uma regido de baixa pressdo ¢é <criada, a qual
estabelece uma solucdo de composicdo de anticorpo da
proteina através de um tubo capilar ligado a um
reservatédrio de liquido. O fluxo liquido do tubo capilar é
cortado em filamentos instédveis e goticulas a medida gue
sai do tubo, criando o aerossol. Uma variedade de
configuracdes, caudais, e tipos de deflectores pode ser
empregue para conseguir as caracteristicas de desempenho
desejadas de um determinado nebulizador de jacto. Num
nebulizador ultrassdénico, ¢é usada a alta frequéncia de
energia eléctrica para criar energia mecénica vibracional,
tipicamente empregando um transdutor piezoeléctrico. Esta
energia ¢ transmitida para a formulacdo de composicdo de
anticorpo da proteina, quer diretamente ou através de um
fluido de acoplamento, c¢riando um aerossol incluindo a
composicdo do anticorpo da proteina. Vantajosamente, as
particulas de composicdo de anticorpo da proteina entregue
por um nebulizador tém um tamanho de particula inferior a
cerca de 10 um, de preferéncia no intervalo de cerca de 1
um a cerca de 5 pm, e mais preferencialmente de cerca de 2

um a cerca de 3 pm.

As formulacdes de pelo menos um anticorpo anti-IL-6
adequadas para utilizacdo com um nebulizador, tanto a jacto
como ultrassédnico, incluem, tipicamente, uma concentracdo
de cerca de 0,1 mg até cerca de 100 mg de, pelo menos, um
anticorpo da anti-IL-6 por ml de solucgéo. A formulacéo
pode incluir agentes tais como um excipiente, um tampdo, um
agente de isotonicidade, um conservante, um tensioativo, e,

preferivelmente, zinco. A formulacdo pode também incluir
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um excipiente ou agente de estabilizacdo de pelo menos uma
composicdo de anticorpo da proteina anti-IL-6, tal como um
tampdo, um agente de reducdo, grandes quantidades de uma
proteina, ou um hidrato de carbono. Proteinas a granel
uteis na formulacdo de, pelo menos, uma composicdo de
anticorpo da proteina anti-IL-6 incluem albumina,
protamina, ou semelhantes. Hidratos de carbono tipicos
Uteis na formulacdo, pelo menos, um anticorpo anti-IL-6
incluem sacarose, manitol, lactose, trealose, glicose, ou
semelhantes. Pelo menos, Uma formulacdo de anticorpo anti-
IL-6, também pode incluir um tensioativo, que pode reduzir
ou prevenir a agregacdo induzida da superficie de pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 causada pela atomizacdo da
solucdo na formacdo de um aerossol. Varios agentes
tensiocativos convencionais podem ser empregues, tais como
ésteres de polioxietileno de &cidos gordos e &lcoois, e
ésteres de 4acidos gordos de sorbitol de polioxietileno. Os
valores variardo geralmente entre 0,001 e 4%, em peso, da
formulacéo. Agentes tensioativos especialmente preferidos
para estes fins s&do polioxietileno sorbitano mono-oleato,
polisorbato 80, polisorbato 20, ou semelhantes. Agentes
adicionais conhecidos na técnica para a formulacdo de uma
proteina, tal como a proteina de anticorpo também podem ser

incluidos na formulacéo.

Administragcdo de composigcdes de anticorpos IL-6 por um
inalador de dose calibrada

Num inalador de dose calibrada (MDI), um propulsor, pelo
menos, um anticorpo anti-IL-6, e quaisquer excipientes ou
outros aditivos estdo contidos numa lata como uma mistura
que contém um gas comprimido liquefeito. O acionamento da
valvula de medicdo liberta a mistura como um aerossol,
contendo preferivelmente particulas na faixa de tamanho de

menos de cerca de 10 pm, de preferéncia cerca de 1 pm a
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cerca de 5 pm, e mais preferencialmente de cerca de 2 um a
cerca de 3 um. O tamanho de particulas de aerossol
desejado pode ser obtido pelo emprego de uma formulacdo de
uma composicdo de anticorpo da proteina produzida por
vadrios métodos conhecidos dos peritos na técnica, incluindo
jacto de moagem, secagem por atomizacdo, condensacdo de
ponto critico, ou semelhantes. Os 1inaladores de dose
calibrada preferidos incluem aqueles fabricados pela 3M ou

Glaxo e empregando um propulsor de hidrofluorocarboneto.

Formulacdes de pelo menos um anticorpo anti-IL-6 para uso
com um dispositivo inalador de dose calibrada geralmente
incluem um pdé finamente dividido contendo, pelo menos, um
anticorpo anti-IL-6 como uma suspensdo num meio ndo aquoso,
por exemplo, suspenso num propulsor com o auxilio de um

agente tensioativo. O propulsor pode ser qualguer material

convencional empregue para este fim, tal como
clorofluorocarbono, hidroclorofluorocarboneto,
hidrofluorocarboneto, ou um hidrocarboneto, incluindo
triclorofluorometano, diclorodifluorometano,

dichlorotetrafluoroethanol e 1,1,1,2-tetrafluoroetano, HFA-
134a (hidrofluroalcanoe-134a), HFA-227 (hidrofluroalcano-
227), ou semelhantes. De preferéncia, o propulsor é um
hidrofluorocarboneto. O agente tensiocativo pode ser
escolhido para estabilizar, pelo menos, um anticorpo anti-
IL-6 como uma suspensdo no propulsor, para proteger o
agente ativo contra a degradacdo quimica, e semelhantes.
Os tensioativos adequados incluem trioleato de sorbitano,
lecitina de soja, acido oleico, ou semelhantes. Em alguns
casos, sdo preferidos o©os aerossbéis de solugdes com
solventes, tais como etanol. Agentes adicionais conhecidos
na técnica para a formulacdo de uma proteina, tal como a

proteina também podem ser incluidos na formulacéo.
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Um dos vulgares peritos na técnica reconhecerd dque o0s
métodos podem ser realizados através da administracao
pulmonar de composicdes de, pelo menos, um anticorpo anti-

IL-6 por meio de dispositivos nédo descritos aqui.

Formulacdes orais e administracéo

As formulacg®es para administracdo oral contam com a
coadministracdo de adjuvantes (por exemplo, resorcindis e
tensiocativos né&do idénicos tais como éter oleilico de
polioxietileno e éter n-hexadecylpolyethylene) para

aumentar artificialmente a permeabilidade das paredes

intestinais, bem como a coadministracdo de inibidores
enziméticos (por exemplo, inibidores da tripsina
pancredtica, diisopropilfluorofosfato (DFF) e trasilol)
para inibir a degradacgéo enzimatica. o) composto

constituinte ativo da forma de dosagem de tipo sdélido para
administracdo oral pode ser misturado com pelo menos um
aditivo, incluindo sacarose, lactose, celulose, manitol,
trealose, rafinose, maltitol, dextrano, amidos, agar,
arginates, quitinas, quitosanas, pectinas, goma de
tragacanto, goma-arédbica, gelatina, colagénio, caseina,
albumina, polimeros sintéticos ou semissintéticos e
glicéridos. Estas formas de dosagem podem também conter
outro tipo de aditivos, por exemplo, agente de diluicéo
inativo, lubrificante, tal como estearato de magnésio,
parabeno, um agente conservante tal como o acido sdérbico, o
dcido ascérbico, alfa-tocoferol, antioxidantes, tais como
cisteina, desintegrador, ©pasta, espessante, agente de
tamponamento, edulcorante, agente aromatizante, agente

perfumante, etc.

Os comprimidos e pilulas podem ainda ser processados em

preparacdes de revestimento entérico. As preparacdes
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liquidas para administracdo oral incluem emulsdes, xarope,
elixir, suspensdo e preparacdes de solucdo admissiveis para
uso médico. Estas preparacdes podem conter agentes de
diluicdo inativos normalmente utilizados no referido campo,
por exemplo, &agua. Os lipossomas foram também descritos
como sistemas de fornecimento de fAdrmacos para a insulina e
heparina (Patente US 4239754) . Mais recentemente, as
microesferas de polimeros artificiais de aminodcidos mistos
(proteindides) tém sido utilizadas para entregar farmacos
(Patente US 4925673) . Além disso, 0s compostos
transportadores descritos nas Patentes TUS 5879681 e
55871753 sdo usados para entregar agentes biologicamente

ativos por via oral sdo conhecidos na técnica.

Formulag¢des nucosais e administracgdo

Para a absorcdo através das mucosas, composicdes e métodos
de administracdo de pelo menos um anticorpo anti-IL-6
incluem uma emulsdo compreendendo uma pluralidade de
particulas submicrométricas, uma macromolécula muco
adesiva, um péptido bicativo e uma fase aquosa continua,
que promove a absorcdo através das mucosas conseguindo muco
adesdo das particulas da emulsdo (Patente US 5514670). As
superficies mucosas adequadas para aplicacdo das emulsdes
da presente invencdo podem incluir a cdbdrnea, conjuntival,
bucal, sublingual, nasal, vaginal, pulmonar, estomacal,
intestinal e rectal. As formulacdes para administracéo
vaginal ou rectal, por exemplo, supositdrios, podem conter
como excipientes, por exemplo, polialquilenoglicdis,
vaselina, manteiga de cacau, e outros semelhantes. As
formulacdes para administracdo intranasal podem ser sdlidas
e conter como excipientes, por exemplo, lactose ou podem
ser solucgdes aquosas ou oleosas de gotas nasais. Para

administracdo Dbucal, os excipientes incluem acucares,
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estearato de célcio, estearato de magnésio, amido pré-

gelatinado e semelhantes (Patente US 5849695).

Formulacdes transdérmicas e administracéo

Para a administracdo transdérmica, pelo menos um anticorpo
anti-IL-6 ¢ encapsulado num dispositivo de entrega, tais
como um lipossoma ou microparticulas poliméricas,
nanoparticulas, microcédpsulas ou microesferas (referidas
colectivamente como microparticulas, a menos que indicado o
contrdrio). Um certo nUmero de dispositivos adegquados qgue
sdo conhecidos, incluindo microparticulas feitas de
polimeros sintéticos, tais como &cidos poli-hidroxi, tais
como 4cido poliléactico, dcido poliglicdédélico e seus
copolimeros, poliortoésteres, polianidridos e
polifosfazenos, e polimeros naturais tais como o colagénio,
poliaminodcidos, albumina e outras proteinas, alginato e
outros polissacadridos, e suas combinacdes (Patente US

5814599) .

Administragdo prolongada e formulagdes

Pode ser por vezes desejavel administrar os compostos da
presente invencdo ao sujeito ao longo de periodos de tempo
prolongados, por exemplo, por periodos de uma semana a um
ano a partir de uma Unica administracdo. Varias formas de
dosagem de libertacédo lenta, depdsito ou de implantes podem
ser utilizadas. Por exemplo, uma forma de dosagem pode
conter um sal farmaceuticamente aceitédvel e ndo téxico dos
compostos que possui um baixo grau de solubilidade nos
fluidos corporais, por exemplo, (a) um sal de adicdo de
dcido com um &cido polibésico tal como é&cido fosférico,
dcido sulftrico, &cido <citrico, &cido tartarico, &cido
ténico, é4cido pamdico, &cido alginico, é&cido poliglutamico,

acidos de naftaleno mono- ou di-sulfdénicos, acido
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poligalacturdnico, e similares; (b) um sal com um catiédo
metédlico polivalente tal como =zinco, célcio, Dbismuto,
bé&rio, magnésio, aluminio, cobre, cobalto, niquel, cé&dmio e
semelhantes, ou com um catido orgédnico formado a partir de,
por exemplo, N,N'-dibenzil-etilenodiamina ou
etilenodiamina; ou (c¢) combinacdes de (a) e (b) por
exemplo, um sal de tanato de zinco. Além disso, os
compostos da presente invencdo ou, de preferéncia, um sal
relativamente insoltvel, tal como os descritos acima, podem
ser formulados num gel, por exemplo, um gel de
monoestearato de aluminio com, por exemplo, déleo de sésamo,
adequado para injecdo. Os sais particularmente preferidos
sdo os sals de =zinco, sals de tanato de zinco, sails de
pamoato, e similares. Outro tipo de formulacdo de depdsito
de libertacdo lenta para injecdo conterd o composto ou sal
disperso para ser encapsulado num polimero de degradacéo
lenta, ndo téxico, ndo antigénico tal como um &cido
poliléactico/polimero do &cido poliglicélico por exemplo
como descrito na Patente US 3773919. O0Os compostos ou, de
preferéncia, sais relativamente insoluveis tais como
aqueles descritos acima podem também ser formulados em
pelotas silésticas de matriz de colesterol, particularmente
para uso em animais. Formulacbes de libertacdo lenta, de
depdsito ou de implante adicionais, por exemplo, de
lipossomas de gés ou liquido s&do conhecidas na literatura
(Patente US 5770222 e "Sustained and Controlled Drud
Delivery Systems", J.R. Robinson ed., Marcel Dekker, Inc.,

NY, 1978).

Abreviaturas

BSA - Albumina de soro bovino
EIA - Imunoensaio enzimdtico
FBS - Soro fetal bovino

H,0, - Perdéxido de hidrogénio
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HRP - Peroxidase de rabano

Ig - Imunoglobulina

IL-6 - Interleucina-6

IP - Intraperitoneal

IV - Intravenosa

Mab - Anticorpo monoclonal

OD - Densidade oéptica

OPD - Dicloridrato de o-fenilenodiamina
PEG - Polietilenoglicol

PSA - Penicilina, estreptomicina, anfotericina
RT - Temperatura ambiente

SQ - Subcuténea

v/v - Volume por volume

w/v - Peso por volume

EXEMPLO I GERACAO DE MURINOS CLB8 MAB

Imunizacgdo

O hibridoma que d& origem a que o anticorpo murino CLB-IL6-
8 foi derivado a partir de uma fusdo, realizado num
laboratdério do Dr. Lucien Aarden, Central Laboratory of the
Netherlands Red Cross Transfusion Service (CLB) conforme
relatado (Brackenhoff et al, J. Immunol. (1990) 145: 561-
568) .

Ratos fémeas Balb/c de oito semanas de idade, obtidas a
partir de determinado agente patogénico de matrizes livres
de CLB foram imunizados por via intramuscular (IM) com 10
1ng de interleucina-6 recombinante purificada (rIL-6) (CLB)
emulsionada em adjuvante completo de Freund. Trés injecdes
IM subsequentes com 10 pg cada de rIL-6 em adjuvante
incompleto de Freund, foram realizadas em intervalos de 4-8

semanas.
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Fusdo celular

Quatro dias apds a Ultima injecdo IM de reforco, um rato
foi sacrificado, o baco foi retirado e finamente picado.
Uma Unica suspensdo celular foi obtida em solucdo salina
equilibrada de Earle. As células foram lavadas e contadas.
A fusdo foi realizada a uma proporcdo de 1:3 de células do
baco para células viaveis de mieloma murino (SP2/0-Agl4d) na
presenca de 42% (p/v) de polietilenoglicol em meio de
Dulbecco modificado por Iscove (MDMI). O parceiro de fuséo
segregando ndo-Ig SP2/0 foi estabelecida a partir de um
banco de células mantido a CLB. Apds a fusdo, as células
foram ressuspensas em IMDM, suplementado com 5% de soro
fetal bovino, 50 pM de penicilina/estreptomicina, 5x10-5 M
2-mrecaptoethanol (2-ME) e HAT (6x10-4 M de hipoxantina,
6,5x10-7 M de aminopterina, 6,4x10-5 M de timidina). A
proliferacdo destes hibridomas imediatamente apds a fusdo é
dependente de 1IL-6, por conseguinte, 100 U/mL de IL-6
murino purificado (Van Smick, Bruxelas), foi adicionado ao
meio de selecdo. As células fundidas foram entédo
distribuidas em placas de 96 pocos a 1x10° células/100

microl por pogo.

Caracterizacdo primdria de hibridomas murino anti-IL-6

Hibridos secretores anti-IL-6 foram selecionados por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e radioimunoensaio (RIA)

(Brackenhoff et al. (1990) 145: 561-568).

A ELISA de fase sdélida foi utilizada para o rastreio de
anticorpos monoclonais especificos para IL-6 humana. rIL-6
purificada (0,5 pg/mL) foli revestida durante a noite a
temperatura ambiente em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) em placas de fundo plano (Dynatech), com 100
pL/poco. As placas foram lavadas com PBS, 0,02% (v/v) de
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Tween 20 (PBS/Tween), e foram incubadas com diluicbes 1:2
de sobrenadantes de cultura em PBS/Tween suplementado com
0,2% de gelatina (PTG) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Apdés a lavagem, as placas foram incubadas com
peroxidase de rédbano conjugada com monoclonal de rato anti-
rato de cadeia leve kapa 226 (Einstein University, Nova
Torque) em PTG (2 npg/mL) durante 1 hora. As placas foram
lavadas e a peroxidase ligada foi detectada com pL 100/pocgo
de 3,5,3,5,tetrametilbenzidina/0,003% de perdxido de
hidrogénio em 0,1 M de acetato de sdédio, pH 5,5. A reacédo
de cor foi parada com 2M de H2:04, e as placas foram lidas a
450 nm num leitor Multiscan Titertek. O0s pocos que

produziram OD positiva foram escolhidos.

Um RIA de fase sélida, também foi utilizado para o rastreio
de hibridomas anti-IL-6. Os anticorpos Ig anti-murino de
cabra foram acoplados para brometo de cianogénio ativado
com Sepharose CL-4B (Pharmacia). A Sepharose foi lavada e
ressuspensa em 10 mg/ml em PBS, 0,1% de Tween 20,0, azida
de sb6édio a 1%. 0Os sobrenadantes dos hibridomas foram
adicionados aos granulos de Sepharose na presenca de cerca

12°Todine-rIL-6 (CLB) durante ©

de 20000 contagens/minuto de
horas com agitacéo constante. Os granulos foram
extensivamente lavados em PBS/Tween e contados num contador
gama. Os pog¢os produzindo as maiores atividades especificas

foram escolhidos.

Os hibridomas que foram positivos em ambos o0s sistemas de
ensaio foram estabelecidos e subclonados duas vezes a
diluicdes limitantes em IMDM suplementado com 2x107° M de
2-ME e 5% de FBS (IMDM completo). O subclone independente
de 1IL-6 CLB-IL6-8 foi selecionado e mantido em IMDM
completo. As culturas de teste negativo para micoplasma
usando uma mancha indireta de Hoescht apdés 4 dias em

cultura em células alvo Vero76. A determinacdo de isotipo
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de sobrenadante wvia o kit de isotipo do anticorpo
monoclonal de imunoensaio Innogenetics Line (INNO-LIA)
rendeu um unico isdtopo murino IgG, kappa. Esta
determinacdo de isotipo foi confirmada por um EIA de

captura

O hibridoma de murino e wuma linha celular foli assim
produzida, o CLBIL-6/8 foi chamado CLB8. Foi quimerizado e

caracterizado adicionalmente como descrito abaixo.

EXEMPLO 2: QUIMERIZAGCAO E SEQUENCIAMENTO
Clonagem e Expressdo dos genes da regido variavel de cCLB8

O ADN gendémico foi isolado a partir do hibridoma nurino
Cl43A qgue segrega um anticorpo monoclonal de murino

especifico para a IL-6 humana.

Para a cadeia leve, o ADN foi digerido com a endonuclease
de restricdo Hind III e submetido a electroforese através
de um gel de agarose a 0,8%. A porcdo do gel contendo
fragmentos de ADN de aproximadamente 3,4 kb de comprimento
foi excisada e o ADN foi eluido. 0Os fragmentos foram
ligados no vector8charon27, e empacotados em particulas de
bacteridéfagos. Para a cadeia pesada, o ADN foi digerido com
a endonuclease de restricéo EcoRI e submetido a
electroforese através de um gel de agarose a 0,8%. A porcédo
do gel contendo fragmentos de ADN de aproximadamente 3,6 kb
de comprimento foi excisada e o ADN foi eluido. Os
fragmentos foram ligados no vector8gtlO, e empacotados em

particulas de bacteridéfagos.

Ambas as bibliotecas de bacteriéfago de cadeia pesada e

leve foram semeadas em E. Coli, e cresceram durante a
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noite. As placas foram transferidas para filtros de
nitrocelulose e sondadas com fragmentos de ADN marcados com
#p correspondendo a sequéncias murino Jx (cadeia leve) ou
murino Jy. As placas positivas foram identificadas e
purificadas em placa. O ADN do fago foi isolado, e as
insercdes Hind III (cadeia leve) ou Eco RI (cadeia pesada)
foram isoladas e clonadas em vectores de expressdo de

imunoglobulinas.

Plasmideos de expressdo de cadeia pesada e leve foram
utilizados para co-transfectar células SP2/0, e foi
aplicada a selecdo por &cido micofendlico. Os clones
individuais produtores de anticorpos quiméricos foram
identificados e subclonados para garantir a monoclonalidade

e para gerar os produtores mais elevados.

O anticorpo purificado a partir de 1linhas de células
individuais foi testado para a capacidade de neutralizacédo
num ensaio de proliferacdo de células B9 dependentes de IL-
6. O anticorpo ¢é referido como CLB8 quimérico cCLB8 ao

longo deste pedido.

Regido varidvel da cadeia pesada cCLB8

E v 92 L VvV B s G ¢ K L L - P 6 @G s L XK L

GAG GTE CAA CTG GTG GRA TCT GGA GGA AAA TTA CTG ARG CCT GGA GGG TCC CT6 ARA (T

5 C A A S G F T F S 5 F A M § W F R 0 5

TCC TET GCAR GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGC TTT GCC ATG TCT TGG TPT CGC CAG TC
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CCAR GAG ARG ABG LTC GAG TGG GTC GCA GAA ATT AGT AGT BOT GGG AGT TAU ACC TAC TAT

ChR 2
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CCT GAC ACT GTE ACG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC BAT (CC AAG AAC ACC CTG TAC
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CTG GRA ATG AGC AGT CTG AGE TOT GAG GAC ACG GLC ATG TRT TAT TGT GUA AGG GGT TTR
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TGG GGG TAC TAT GCT CTT GAC TAC TGG GGT CAR GGA ACC TCA GTC ACC @TC TCC TCh

CHR 3
Regido varidvel da cadeia leve cCLB8

Q X v L I Q S B A I W S a s P G B K AY T

CAA ATT GTT CTC ATA QAL TCT CCA GCA ATC ATG TCT GCA TCT CCR GGG GRG AAG GTC acC
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ATG ACC TGC AGT GCC AGC TCA AGT GTA AGT TAC ATG TAC TGG TAC CAS CAG ARG CCA GGR

CDR 1
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TCC TCC CCC AGA CTC CTG ATT TAT GAC aCa TOC aaC CTG GOT TCT GGA GIC CCT GTT
CGe

CDR 2

F 8 G S & s ] T ) ¥ s L T I s R M g A B

TIC ACT GGC AGT GGG TCUT GGE ACC TOT TAC TCT CTC ACA AYC AGC CGR ATG GAG GCT GAG
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GAT GUT GCC ACT TAT TAC TGC CAG CRG TGG RGT GGT TAC CCA TAlD ACG TTC GGA GGG GGG

CDR 3

T K L E I X

ACC AAG CTE (AR ATA ARA

EXEMPLO 3. MEDIDA DE LIGACAO DO CCLB8 A IL-6 HUMANA POR EIA
DE FASE SOLIDA

Uma EIA de fase sdélida foi wutilizada para avaliar as
caracteristicas de ligacdo de Mab c¢CLB8 a IL-6 humana.
Resumidamente, as placas foram revestidas com IL-6
recombinante humana (RDI) a 1 pg/mL em PBS durante a noite
a 4°C. Apbés a lavagem em solucdo salina 0,15 M contendo
0,02% (v/v) de Tween 20, os pocos foram blogueados com 1%
(p/v) de BSA em PBS, 200 mpl/poco durante 1 hora a
temperatura ambiente. O anticorpo purificado foi incubado
em duas séries de diluicgdes a partir de uma concentracdo de
partida de 5 npg/mL durante 1 hora a 37°C. A placa foi
lavada e depois sondada com 50 pl/poco de HRP-IgG marcada
de cabra anti-humana (Tago) diluida a 1:20000 em 1% BSA-
PRS, durante 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi
novamente lavada e 100 pl/poco foi adicionado solucdo de
substrato citrato-fosfato (0,1M de &cido citrico e 0,2 M de
fosfato de sédio, 0,01% de H;0, e 1 mg/mL de OPD) durante

15 minutos a temperatura ambiente. Foli entdo adicionada a
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solucdo de paragem (4N de &acido sulfurico) a 25 pl/poco e a
absorcdo a 490 nm quantificada utilizando um fotdémetro de
placas automético. A Figura 1 mostra a ligacdo de cCLBS a
IL-6 medido como OD 490 nm, demonstrando que cCLB8 liga-se
a IL-6 recombinante humana de um modo dependente da

concentracdao.

EXEMPLO 4. ENSAIOS DE NEUTRALIZAGAO IN VITRO

Bloqueio da IL-6 por cCLB8 inibindo a secregcdo de IgM e de
MCP-1

O anticorpo monoclonal quimérico cCLB8 foi avaliado em dois
formatos de bio ensaios simples para determinar a sua
bicatividade neutralizante sobre a secrecdo induzida de IL-
6 pela IgM humana e a gquimiocina MCP-1. Duas linhas de
células humanas foram usadas nestes estudos. A 1linha
celular SKW6.4 foi originalmente derivada a partir de um
linfoma de Burkitt de células B transformadas por EBV e
segregando IgM soltivel em resposta a IL-6. A linha celular
U937 ¢é monobléstica, comprometida com a diferenciacdo de
monécitos e foi originalmente isolada de um paciente com
linfoma histiocitico difuso. As células U937 segregam a
MCP-1 em ©resposta a IL-6. A inibicdo cCLB8 destas
biocatividades especificas foi avaliada, uma vez que pode
ser facilmente monitorizada utilizando um formato de EIA.
Antes do ensaio, as células foram privadas de soro durante
a noite e, em seguida, cultivadas isoladamente no dia
seguinte, com IL-6 ou com IL-6 pré-incubadas com varias
concentracdes de anticorpo ou um anticorpo de controlo
negativo. Na conclusdo de um sobrenadante de 72 horas de
incubacdo foram recolhidas e usadas em IgM especifica e

MCP-1 especifico do EIA. Os resultados, como mostrado nas
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Figs. 2 e 3, demonstram gque cCLB8inibe significativamente

IL6 e mediada por secrecdo de IgM MCP-1 in vitro.

Na experiéncia representada pela Fig. 2, as placas de EIA
foram revestidas com um fragmento especifico de anticorpo
de IgM anti-humana de cabra FcbSp, em 10 mM de tampdo de
carbonato, pH 9,6 durante a noite a 4°C. As placas foram
lavadas com 0,15 M de solucdo salina contendo 0,02% v/v de
Tween 20 e bloqueadas com 1% de PBS p/v de BSA durante 1
hora. O sobrenadante de cultura de células foi adicionado
duas vezes a diluicbes em série. Apds a incubacdo e
lavagens subsequentes com 0,02% de Tween, 0,15 M de solucédo
salina a placa foi sondada com HRP marcado de cabra com
cadeia especifica de IgMp anti-humana. O substrato OPD foi
entdo adicionado e apds o desenvolvimento da cor, a 0D foi
lida a 490 nm. Os dados indicam que c¢CLB8, mas ndo o
isotipo de controlo negativo marcado mAb gquimérico, inibe a

secrecdo de IgM mu.

Na experiéncia representada pela Fig. 3, foram revestidas
placas de EIA com MCP-1 cabra anti-humano em 10 mM de
tampdo de carbonato, pH 9,6 durante a noite a 4°C. As
placas foram lavadas com 0,15 M de solucdo salina contendo
0,02% v/v de Tween 20 e blogqueadas com 1% de PBS p/v de BSA
durante 1 hora. A cultura celular sobrenadante foi
adicionada a diluic¢des em série de duas vezes. Apds uma
incubacdo de duas horas, e lavagens subsequentes com 0,02%
de Tween, 0,15 M de solucédo salina, a placa foi sondada com
MCP-1 biotinilado anti-humano de acordo com as instrucdes
do fabricante. As placas foram lavadas novamente e foi
adicionada estreptavidina marcada com HRP durante 1 hora. O
desenvolvimento da cor foi feito com substrato TMB. A OD
foi lida a 450. Os dados indicam que cCLB8, mas ndo cK931,

inibe a IL-6 mediada por producdo de MCP-1.
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Neutralizacdo de IL6 mediada por fosforilacdo de STAT3

O receptor de IL-6 consiste numa subunidade de ligacdo de
80kD, IL6Rx e a subunidade de transducdo de sinal, gpl30. A
IL-6 liga-se a subunidade IL6Rx e inicia a associacgédo de
IL6Ra e gpl30, resultando num receptor de alta afinidade e
transducdo do sinal. A IL6Rx também existe numa forma
soltivel. A IL6 pode ligar-se a IL6R soluvel (sIL6R) e o
complexo pode atuar sobre as células que expressam gpl30.
ATIL6 foi mostrada para altivar STAT3. Uma linha celular de
leucemia monocitica aguda humana, THP-1, foi utilizada para
demonstrar a inibicdo da fosforilacdo de STAT3 por cCLBS.
As células foram estimuladas com (IL6 + sIL6R) +/- cCLB8 ou
anticorpo irrelevante (K931) como um controlo negativo. Os
lisados celulares foram imunoprecipitados com amostras de
anti-STAT3, resolvidos em 7,5% SDS-PAGE e transferidos para
uma membrana de Hybond-P, seguido por Western blotting
utilizando anti-fosfotirosina-HRP. ECLplus foi usado para a

deteccédo.

Os dados representados na Figura 4 mostram que cCLB8 pode
inibir a fosforilacdo de STAT3 quando ¢ a) é deixado ligar
a rhILo antes da adicdo de slLoR, b) ¢é deixado ligar a
sIL6R antes da adicdo de rhIlLe, ou c¢) gquando rhILe &
deixado ligar para sIL6R antes da adicdo de <cCLB8 e
células. As células THP-1 incubadas em meio sem soro
durante 16 h, raspadas dos frascos e ressuspensas em 0,5 ml
de meio Lanes 2-6, IL6 incubada +/- anticorpo durante 15
min, em seguida, adicionar sIL6R e incubar durante 15 min.
As células foram adicionadas e incubadas por mais 15 min.
Pista 7, IL6 incubada com sIL6R durante 15 min, em seguida,
adicionado CLB-IL6 e incubado durante 15 min. As células
foram adicionadas e incubadas por mais 15 min. As amostras
imunoprecipitadas com anti-STAT3 [1, upg/ml], ressuspendidas

em tampdo de amostra de Laemmli e resolvidas em 7,5% SDS-

119



PAGE e transferidas para Hybond-P. Membrana incubada com

anti-fosfotirosina-HRP.

cCLB8 inibe a produg¢do de amiléide sérica A

A TIL-1R é um potente indutor da producdo de soro amildide A
(SAA), a partir de células HepG2 do hepatoma humano na
presenca de IL-6 humana (Smith e McDonald, Clin Exp.
Immunol.90: 293-9 (1992)). Portanto, o <cCLB8 Mab foi
ensaiado quanto a capacidade para inibir a producdo de SAA
induzida  por IL-1B/IL-6 a partir destas células.
Resumidamente, as células HepG2 foram semeadas a 2,25 x
10°/poco durante 24 horas. IL-6 (100 ng/mL, RDI) e IL-6sR
(200ng/mL, S & D) foram pré-incubadas durante 30 minutos, e
misturadas com IL-1B (1 ng/ml, R & D). O cCLB8 Mab e um Mab
de isotipo de controlo negativo (cSF25) foram diluidos em
série e, em seguida, pré-incubados com a mistura anterior

durante mais 30 minutos.

Para os resultados experimentais mostrados na Fig. 5, uma
série de diluigdes cCLB8 ou cSF25 (um isotipo irrelevante
Mab) foram pré-incubados com IL-6sR e IL-1B e depois
cultivados com células HepG2, durante 24 horas. 0
sobrenadante celular foi entdo analisado para os niveis de
producdo amildéide sérica A por ELISA. (Humana SAA ELISA,
Biosource, realizada de acordo com as 1instrucgdes do
fabricante). As barras de erro indicam SEM de amostras em
duplicado. 0Os dados apresentados na Fig. 5 indicam qgue
cCLB8 foi capaz de inibir a producdo de SAA por inducédo de
IL-1R/IL-6 a partir de células HepG2 de um modo dependente

da dose.
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Inibig¢do da proliferagcdo celular induzida IL-6 por cCLB8
Mab

A linha de células de mieloma murino, 7TDl, é induzida a
proliferar na ©presenca de IL-6. Para demonstrar a
capacidade de cCLB8 Mab para neutralizar a atividade de IL-
6, as células foram incubadas a 37°C durante 72 horas em
IMDM contendo 10% de FBS e 0,5 ng/ml de IL-6 recombinante
humana (R & D Systems), e com diluic¢des seriadas de cCLBS8
Mab ou controlo negativo Mab 17-La. A proliferacdo celular
foi medida por um ensaio luminescente de ATP (ATPLite,
Packard Bioscience), que se correlaciona diretamente com o

niimero de células.

Os dados apresentados na Fig. 6 demonstram que a IL-6
estimula significativamente a proliferacdo de células 7TD1
e cCLB8 inibe a proliferacdo celular de um modo dependente
da concentracdo com uma ECso de 7,2 ng/mL. As barras de
erro indicam o SEM de amostras em duplicado. * Representa a

proliferacdo de células na auséncia de rIL-6.

EXEMPLO 5: MAPEAMENTO DE EPITOPOS

Os epitopos de varios neutralizantes anti-IL-6 Mab,
incluindo CLB8 foram caracterizados utilizando a ligacdo de
anticorpo a IL-6 humana como proteinas mutantes como
descrito (Brakenhoff, J. et al. (1990) J. Immunology 145:
561-568) . Os mutantes de delecdo dos terminais amino e
carboxi foram preparados e o painel de anticorpos para IL-6
foi analisado por experiéncias de competicdo de anticorpos.
Com base nos estudos de competicdo, os Mabs neutralizantes
foram divididos em dois grupos (I e II). Neste método, os
residuos incluidos no epitopo de um dado MaB foram
delineados pela sua incapacidade de reconhecer as

correspondentes variantes especificas do sitio unico de
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substituicéo de aminodcidos da proteina antigénica.
CIB.IL-6/8 foi mapeado para o sitio I da molécula de IL-6
humana, que ¢é composta de aminoadcidos Gln29-Leu34 em
estreita proximidade com o terminal carboxilo da molécula.
Outros estudos (Kalai, M, et al., Eur. Eur. J. Biochem.
249, 690-700 (1997)) mostraram que a CLB.IL-6/8 reconhece
residuos de aminoacidos importantes para a ligacdo da IL-6
para a IL-6R (gp80). Estes estudos também indicaram que o
epitopo cobre as extremidades de ambas as malhas AB e as

regides da hélice D da molécula de IL-6.

EXEMPLO 6: CARACTERIZAGAO IN VIVO

Tratamento com IL-6 anti-humana (cCLB8) e IL-6 anti-rato de
Mabs de rato atrasa a caquexia cancerosa

As células de melanoma humano (A37552) foram inoculados em
ratinhos nus do sexo feminino e a terapia Mab foi iniciada
no mesmo dia. Os anticorpos foram injetados
intraperitonealmente com uma dose de 10 mg/kg (2x/semana) e
C57 (anti-CMV) foi wusado como um mAb de controlo. A
combinacdo de cCLB8 (anti-IL-6) e MP520F3 (Mab para rato
IL-6, R & D Systems), foram usados para criar um blogqueio
combinado que inibe significativamente a perda de peso de
animais portadores de tumores humanos de melanoma comparado
com o0s animais tratados com o anticorpo C57 de controlo
(Fig. 7). A terapia de anticorpos né&do afectou o crescimento
do tumor ou o peso final do tumor. Estes resultados
indicam que a IL-6 participa na perda de peso animal
induzida por tumor e o bloqueio de IL-6 pode atrasar a

caguexia cancerosa neste modelo.

Fig. 7. Bloqueio combinado de IL6 humana e de rato (anti-

IL6 mAbs cCLB8 e MP520F3) resulta em significativa inibicé&o
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da perda de peso animal. Rectificada a perda de peso dos
animais no eixo Y é (peso animal-peso tumoral no final do
estudo) menos peso do animal no inicio do estudo. Cada
barra representa a média dos dados de pelo menos 14
animais/grupo e as barras de erro indicam o desvio padrdo.
Duas anédlises de testes t de cauda indicaram que o grupo
com anti-IL-6 inibiu significativamente a perda de peso

corporal, com p = 0,007.

EXEMPIO 7: MEDIC@ES DE AFINIDADE

O chip sensor CM-5 BIAcore 2000 (superficie de ouro no chip
coberto com uma matriz de dextrano carboximetilado), HBS
(10 mM de HEPES com 0,15 M de NaCl, 3,4 mM de EDTA e 0,05%
de tensiocativo P20, pH 7,4), os reagentes de acoplamento de
amina (N-hidroxisuccinimida (NHS) , N-etil-N'-(3-
metilaminopropil)-carbodimiide (EDC) e 1 M de etanolamina
HC1l) foram obtidos de BIAcore e preparados de acordo com as
instrucdes do fabricante. Anti-Fc humano (Jackson
AffiniPure de cabra anti-IgG humana, FclO, Cat# 109-005-098,
Lote# 48646) foi adguirido a partir de Jackson

ImmunoResearch.

O CLB8 quimérico (Lote# PDI1F03) de anticorpo monoclonal de
IgG em 5 ml de 0,15 M de cloreto de sdédio, 0,01 M de
fosfato de sdébdio, pH 7,2, foi fabricado pela Centocor. IL-
6 recombinante humana (Lote# A1197111) foi comprada em R &

D Systems.

Um Fc anti-humano (1,8 mg/ml) foi diluido para uma
concentracdo de 50 pg/ml em tampdo de NaOAc (10 mM, pH 4,8)
e acoplado a matriz de dextrano carboximetilado de um chip

sensor CM-5 usando a quimica de acoplamento de amina do
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fabricante, como descrito no manual de sistemas de BIAcore.
Utilizando o assistente de preparacédo de superficie visando
10000 RU, os grupos carboxilo sobre a superficie do sensor
foram primeiro ativados com NHS/EDC, seguido pela adicdo de
Fc anti-humano. Os grupos ativados restantes foram
bloqueados pela injecdo de 1M de etanolamina. Cada uma das
células de fluxo foi acoplada individualmente. Utilizando
estas condicgdes, foram preparadas as quatro superficies de
células de fluxo contendo 7554-9571 unidades de ressonéncia
(RU) de Fc anti-humano. Em experiéncias preliminares,
determinou-se gque trés injec¢des (15 ul em 30ul/min) de
100mM H3P04/0.05% CHAPS iriam remover eficientemente a
imunoglobulina ligada e preservar a capacidade de ligacéo

do Fc anti-humano imobilizado.

Duas experiéncias foram realizadas no BIAcore 2000, a 25°C
e um caudal de 30 pL/min. O cCLB8 foi dissolvido em HBS a
5ug/ml. A substdncia a analisar, a IL-6, foi dissolvida em
HBS a 0,25, 0,125, 0,062, 0,031, e 0,015 wupug/ml. A
quantidade designada de anticorpo fluiu sobre a respectiva
célula de fluxo seguido por injecdes de 30 pl de cada
concentracdo de IL-6 a 30 pl/min (fase de associacdo) e 800
segundos ininterruptos de fluxo de tampéo (fase de
dissociacdo). A superficie do chip foi regenerada por trés
injecdes sequenciais de 15 pl cada com 100 mM de
H3P04/0,05% de CHAPS. As injecdes de HBS serviram de
referéncia (sensograma em branco) para a sSubtracdo de
indices de refracdo em massa para analise. Utilizando o
modelo de 1:1 em BIAanalysis 3.0, um ajuste local, foi
feito tanto para a dissociacdo (kd, [s-1] como para a
associacéao (ka, [M-1s-1]) e calculada a constante de

dissociacdo (KD [M]) (kd/ka).
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A andlise foi feita utilizando BIAevaluation na versdo 3.0.

As constantes cinéticas foram derivadas a partir de dados

do sensograma ajustando as
equacdes de taxa
interacdo. Uma andlise global,

1:1 com ajuste local RUmax,

1.

derivadas de

modelos

determinou o ka,

do mecanismo

kd, KD

curvas experimentais para as

de

usando um modelo de ligacédo

(Tabela

Tabela 1: Medidas de Afinidade para CCLB8 Mab por Biacore

Amostra | Ka(m “s™) (x10°) Ka(s™) (x10°) Kp (M) (x107°7) Chi®
cCLBS8 1,1 6,2 5,7 0,111
cCLBS8 0,37 5,2 14 0,236

EXEMPLO 8: ANTICORPOS ANTI-IDIOTIPO
O desenvolvimento de sistemas eficazes de ensaio (a

deteccdo imuno-histoquimica e de soro) para cCLB8 requer a
utilizacéo de anticorpos anti-idiotipicos. Portanto,
ratinhos Balb/c sdo imunizados com cCLB8 ©para gerar
anticorpos anti-idiotipicos para c¢CLB8 que podem ser
utilizados como sondas farmacocinéticas na deteccdo de soro

e ensaios imono-histoquimicos.

Imunizacgdo

Cinco ratos Balb/c (Charles River Laboratories), de 6-7
semanas de idade foram imunizados ao longo de um periodo de
12 semanas com cCLB8 (Centocor, PDI1F03) administrado a 50
ng IP e 25 nug SC. Cada rato recebeu injecdes IP e SC. As
injecdes ocorreram em intervalos de 2 semanas durante o
regime de imunizacéo. 0O material de injecdo para
administracdo IP foi emulsionado com um volume igual de

adjuvante de Freund (Sigma). A primeira injecdo IP utilizou
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Adjuvante Completo de Freund, num volume total de 200 nl.
Injecdes IP subsequentes continham adjuvante incompleto de
Freund. O material de injecdo para administracdo SC foi
diluido em PBS e dividido entre dois sitios de injecdo de
100 pl/sitio. Os ratinhos foram sangrados nos dias 0, 21,
47 e T7. As recolhas de sangue foram realizadas em ratos
anestesiados por puncdo retro-orbital, e o soro foi
recolhido para determinacdo do titulo por fase sdélida de
cCLB8 EIA. Trés semanas apds o final do protocolo de
imunizacdo, o rato# 1 recebeu uma injecdo de reforco final

IV, de 100 pg cCLB8 diluido em 125 pul de PBRS.

Geracdo de anticorpos monoclonais anti-idiotipicos cCLB8 de
rato

Uma fusdo utilizando baco de rato Balb/c imunizado com
cCLB8 resultou na identificacdo de sete anticorpos anti-ID
egpecifico para cCLB8 via EIA. Os 7 anticorpos anti-id
foram demonstrados nao ligar com outros anticorpos

quiméricos ratos/humanos como C207A, C128A, C168J, Clled,

C300A e C301A. Seis dos sete anticorpos eram do isotipo
IgGlK e um anticorpo era IgG2bxk. A Tabela 1 resume o0s
resultados da fuséo. Deve notar-se que um titulo sérico

maximo de 1:800 foi conseguido no ratinho apbés 47 dias, e

manteve-se constante durante toda a duracdo da imunizacdo.

Isotipificacéo

A determinacdo de isotipos dos anticorpos foi realizada
através do uso do Kit de isotipificacdo Mouse Monoclonal
Antibody (Life Technologies) em formato de vareta. Uma
mistura de tampdo de diluicdo, sobrenadante de hibridoma, e
conjugado anti-rato de ratinho foi incubada durante a noite
a temperatura ambiente com agitacdo em tubos contendo

varetas pré-revestidas com varios isotipos de captura de
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anticorpos murino. As varetas foram removidas a partir de
tubos, lavadas suavemente em dH,0, e 0s isotipos

determinados.

Tabela 1: Propriedades dos anticorpos monoclonais anti-

idiotipicos de rato cCLB8

Cédigo C Isotipo
C433A IgClk
C434A IgClk
C435A IgClk
C436A IgClk
C437A IgClk
C438A IgClk
C439A IgClk

Ensaios de inibicdo de soro

Foi determinado o efeito do soro humano normal reunido
(NHS) na capacidade dos 7 anticorpos anti-id que se ligam a
cCLBS. Diluicdes duplas de Mabs anti-id a partir de 50
pg/ml foram incubadas na presenca de 0%, 0,5%, 5%, e 50% de
NHS durante 30 minutos a 37°C. As misturas foram
transferidas para placas revestidas de cCLB8 e incubadas
durante 30 minutos a 37°C. As placas foram lavadas e, em
seguida, sondadas com anticorpo de cabra anti-rato IgG Fc*
HRP. Nenhum dos Mabs anti-id foi impedido de ligacdo cCLBS8
por 0% e 0,5% de NHS. Trés Mabs (C433A, C435A e C437R)
apresentaram inibic¢do da ligacdo parcial de 5% NHS. Todos,
exceto C434A e C436A, foram significativamente afetadas

pela concentracdo NHS de 50% (Figuras 8 A-G).

127




Inibigcdo da Ligag¢do a cCLB8 hulIlL-6 por Mabs anti-id

A capacidade dos 7 anticorpos anti-id para inibir a ligacéo
de c¢CLB8 para HUIL-6 foi avaliada. Estudos EIA anteriores
demonstraram gque cCLB8 liga muito fracamente com placas
revestidas de hullL-6. Dois Mab (C435A e C437A) em exCcessos
de concentracdo de 6-25 vezes demonstraram inibicéo
praticamente completa de ligacdo cCLB8 a hulIl-o. C434A
expressa um efeito inibitdério para cCLB8 apenas com excesso
de 25 vezes. 0Os dois melhores anticorpos para inibir a
ligacdo de cCLB8 para hullL-6 foram C436A e C439A. Estes
dois anticorpos foram capazes de inibir completamente a
ligacdo cCLB8 sobre uma gama de concentracdes em excesso de
3 a 25 vezes. C433A e C438A nédo mostraram atividade
inibidora (Fig. 9). Este ensaio confirmou os resultados

obtidos num estudo preliminar.

Ligacdo anti-id para cCLB8 pré-ligado para HuIL-6

A capacidade dos sete anticorpos anti-id para ligar cCLBS8
que foi pré-ligado para HUIL-6 foi examinada. cCLB8 a 10
ng/ml, foi incubado em placas de hulIL-6 durante 30 minutos
a 37°C. As placas foram lavadas e, em seguida, incubadas
com diluigdes triplas de Mabs anti-id a partir de 10 pg/ml
durante 30 minutos a 37°C. As placas foram lavadas e, em
seguida, sondadas com anticorpo de cabra anti-rato IgG Fc*
HRP. Tal como em estudos preliminares, C436A e C438A eram
08 Unicos anticorpos capazes de se ligar a cCLB8 que foi
pré-ligado a huIlL-6. A Figura 10 ilustra as capacidades de
ligacdo dos sete anticorpos anti-Id para cCLB8 que é pré-

ligado para HulL-6.

Em resumo, oS sete anticorpos monoclonais anti-idiotipicos
foram produzidos a partir da fusdo de células de mieloma

murino e células do baco de um rato Balb/c imunizado com
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anticorpo quimérico IL-6 anti-humano, (cCLBS8). Cinco dos
anticorpos anti-id (C434A, C435A, C436A, C437A e C439A7)
foram capazes de bloquear a ligacdo de cCLB8 para hullL-6.
Dois anticorpos (C436A e C438A) possuiam a capacidade de se
ligar a cCLB8 que foi pré-ligado a hullL-6 e dois anticorpos
(C434A e C436A) foram virtualmente inalterados pela ligacéo
de cCLB8 por qualquer concentracdo de NHS testada. Os
perfis largos de ligacdo de cCLB8 destes anticorpos anti-
idiotipicos fazem de alguns delas potenciais candidatos
para uso como sondas farmacocinéticas na deteccdo de soro e

ensaios imuno-histoquimicos.

Serd evidente que a invencdo pode ser praticada de outra
forma do que como particularmente descrito na descricéao
anterior e exemplos.
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REIVINDICACOES

Anticorpo quimérico, ou um fragmento de anticorpo capaz
de inibir a 1IL-6 humana que compreende uma regido
varidvel de cadeia pesada da SEQ ID N° 7 e uma regido

variavel de cadeia leve da SEQ ID N° 8.

Anticorpo ou fragmento de acordo com a reivindicacdo 1,
em que o referido anticorpo ou fragmento neutraliza,
pelo menos, uma atividade da IL-6 humana, tal como a
inibicdo da secrecdo de IgM mu a partir de células
SKW6.4, inibicdo da IL-6 mediada pela producdo de MCP-1,
inibicdo de IL-6 de sinalizacdo em células monociticas
de leucemia humana THP-1, inibicdo da IL-6 induzida pela
producdo de soro amildide A de células HepG2, e inibicédo

da rhllL-6 da proliferacédo celular induzida.

Molécula de 4acido nucleico isolado compreendendo um
polinucledétido que codifica o anticorpo da reivindicacédo

1 ou reivindicacédo 2.

Composicdo de é&acido nucleico que codifica o anticorpo
anti-IL-6, que compreende um &acido nucleico isolado de

acordo com a reivindicacdo 3 e um veiculo ou diluente.

Vector compreendendo um acido nucleico de acordo com a

reivindicacdo 3.

Vector de acordo com a reivindicacdo 5, em gque o0
referido vector compreende, pelo menos, um promotor
SV490 tardio ou precoce, um promotor CMV, um promotor
HSV tk, um promotor pgk (fosfoglicerato gquinase), um
promotor de imunoglobulina humana ou um promotor de EF-1

alfa.



10.

11.

12.

Vector de acordo com a reivindicacdo 5 ou reivindicacéo
6, em que o referido vector compreende, pelo menos, uma
porcdo de, pelo menos, um metotrexato (MTX), uma
proteina verde fluorescente (GEFP), di-hidrofolato-
redutase (DHFR), neomicina (G418), ou um gene de selecdo

de glutamina sintetase (GS).

Célula hospedeira compreendendo um 4cido nucleico

isolado de acordo com a reivindicacdo 3.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 8, em
que a referida célula hospedeira é uma célula de CO0S-1,
CO0S-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2, 653, SspP2 / 0,
293, Hela, mieloma ou linfoma, ou qualquer derivado,

imortalizado ou transformado da mesma célula.

Método para produzir pelo menos um anticorpo anti-IL-6
ou um fragmento de anticorpo, que compreende a traducéo
de um &cido nucleico de acordo com a reivindicacédo 3,
sob condigdes in vitro, 1in vivo ou in situ, de tal modo
que o anticorpo anti-IL-6 ou fragmento ¢& expresso em

quantidades detectédveis ou recuperaveis.

Composicédo compreendendo um anticorpo anti-IL-6
isolado, ou fragmento de acordo com a reivindicacdo 1

ou a reivindicacdo 2, e um veiculo ou diluente.

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 11, que
compreende pelo menos uma de 4agua estéril, 4Agua
tamponada estéril, ou, pelo menos, um dos seguintes
conservantes: fenol, m-cresol, p-cresol, o-cresol,
clorocresol, &lcool Dbenzico, nitrito fenilmercurico,
fenoxietanol, formaldeido, clorobutanol, cloreto de

magnésio, alguilparabeno, cloreto de benzalcdnio,



13.

14.

15.

cloreto de benzetdénio, dehidroacetato de sédio,

timerosal, e suas misturas, num diluente aquoso.

Composicdo de acordo <com a reivindicacdo 11 ou
reivindicacdo 12, em que a concentracdo de anticorpos

anti-IL-6 ou fragmento ¢ de 0,1 mg/ml a 100 mg/ml.

Composicgédo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 11 a 13, compreendendo ainda pelo menos
um de um antagonista de TNF, um antirreumédtico, um
relaxante muscular, um narcdtico, um medicamento anti-
inflamatério n&o-esteroide (NSAID), um analgésico, um
agente anestésico, um sedativo, um anestésico local, um
bloqueador neuromuscular, um antimicrobiano, um
antipsoriatico, um corticosteroide, um esteroide
anabdélico, um mineral, um nutriente, uma vitamina, uma
hormona relacionada com o célcio, um antidiarreico, um
antittssico, um antiemético, um anti-dlcera, um
laxante, um anticoagulante, uma eritropieitina, um
filgrastim, um sargramostim, uma imunoglobulina, um
imunossupressor, uma hormona de crescimento, um farmaco
de substituicdo hormonal, um modulador de receptor de
estrogénio, um midridtico, um cicloplégico, um agente
alguilante, um antimetabolito, um mitdético inibidor, um
radiofarmaco, um antidepressivo, um agente antimaniaco,
um antipsicdédtico, um ansiolitico, um hipndético, um
simpatomimético, donepezil, tacrina, medicamento para a
asma, um agonista beta, um esteroide inalado, um
inibidor de leucotrienos, uma metilxantina, uma
cromolina, uma epinefrina, dornase alfa, e uma

citoquina.

Dispositivo médico que compreende pelo menos um
anticorpo anti-IL-6 ou um fragmento de acordo com a

reivindicacdo 1 ou reivindicacdo 2, em que o referido

3



16.

17.

18.

19.

dispositivo é adequado para contactar ou administrar o
referido pelo menos um anticorpo anti-IL-6 ou um
fragmento, por administracdo intravenosa, intracular,
bolus, subcutédnea, respiratdria, inalacdo, vaginal,

rectal, bucal, sublingual, intranasal ou transdérmica.

Artigo de manufactura para uso farmacéutico humano,
incluindo material de embalagem e um recipiente gue
compreende uma solucdo ou uma forma liofilizada de pelo
menos um anticorpo anti-IL-6 ou um fragmento de acordo

com a reivindicacdo 1 ou reivindicacdo 2.

Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
reivindicacdo 2, uma composicdo de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 11 a 14, um dispositivo médico
de acordo com a reivindicacdo 15, ou um artigo de
manufactura de acordo com a reivindicacdo 16 para

utilizacdo em terapia.

Anticorpo de acordo <com a reivindicagcdo 1 ou a
reivindicacdo 2, uma composicdo de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 11 a 14, um dispositivo médico
de acordo com a reivindicacdo 15, ou um artigo de
manufactura de acordo com a reivindicacdo 16 para
utilizacdo no tratamento de um disttrbio imune ou

doenca num ser humano ou animal.

Método para produzir pelo menos um anticorpo anti-IL-6,
ou seu fragmento de acordo com a reivindicacdo 1 ou a
reivindicacdo 2, que compreende a transfeccdo de uma
célula hospedeira ou animal transgénico n&do humano
planta transgénico ou célula vegetal capaz de expressar
em quantidades recuperaveis o0 referido anticorpo com

uma molécula de 4cido nucleico que codifica para tais



20.

21.

22.

anticorpos e recuperar o anticorpo a partir da célula,

animal ou vegetal.

Método de acordo com a reivindicacdo 19, em que a
referida célula hospedeira é uma célula de mamifero n&o

humano, uma célula de planta ou uma célula de levedura.

Método de acordo com a reivindicacdo 20, em que O
referido mamifero transgénico ndo humano ¢é uma cabra,
uma vaca, uma ovelha, um cavalo ou um primata néo

humano.

Animal transgénico ndo humano ou planta gue expressa,
pelo menos, um anticorpo de acordo com a reivindicacéo

1 ou reivindicacédo 2.



Ligacdo de cCLB8 a IL-6 humana
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cCLB8 inibe IL 6 de sinalizag¢do em THP-1
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Inibigdo por cCLB8 de IL-6 induzida pela produgido de soro
amiloide A a partir de células HepG2
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Neutralizacdo de cCLB8 da proliferacgdo celular induzida por
rhIL-6
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