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RESUMO

"ANTICORPOS ANTI-IgE HUMANA DE ALTA AFINIDADE"

A invencdo refere-se a anticorpos monoclonais
humanos de alta afinidade, particularmente aqueles
dirigidos contra determinantes isotipicos de imunoglobulina
E (IgE), bem como a equivalentes diretos e derivados destes
anticorpos. Estes anticorpos ligam-se ao seu respetivo alvo
com uma afinidade pelo menos 100 vezes superior ao
anticorpo parental original. Estes anticorpos s&do uteis

para diagnéstico, profilaxia e tratamento de doenca.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS ANTI-IgE HUMANA DE ALTA AFINIDADE"

Antecedentes da Invencéao

A alergia é um estado hipersensivel induzido por
uma resposta imunoldgica exagerada a um agente estranho,
tal como um alergénio. A hipersensibilidade imediata (tipo
I), caracterizada por reacdes alérgicas imediatamente apds
contacto com o alergénio, é mediada via células B e baseia-
se em reacbes antigénio-anticorpo. A hipersensibilidade
retardada ¢ mediada através de células T e com base em
mecanismos de imunidade celular. Nos uUltimos anos, o termo
"alergia"™ tornou-se cada vez mais sindénimo de hipersensi-

bilidade de tipo I.

A hipersensibilidade imediata é uma resposta que
se baseia na producdo de anticorpos da <classe de
imunoglobulina E (anticorpos de IgE) pelas células B, as
quais apdbds exposicdo a um alergénio diferenciam-se em
células plasméticas secretoras de anticorpos. A reacéo
induzida por IgE é um evento local que ocorre no sitio de
entrada do alergénio no corpo, 1i.e. nas superficies da
mucosa e/ou nos ganglios linfaticos locailis. A IgE produzida
localmente sensibilizard primeiro os mastdcitos locais,

i.e. os anticorpos de IgE ligam-se através das suas regides
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constantes aos recetores Fce sobre a superficie dos
mastécitos e, em seguida, a IgE "transbordante" entra na
circulacdo e 1liga-se aos recetores tanto de basdfilos
circulantes como de mastdécitos fixos ao tecido por todo o
corpo. Quando a IgE ligada ¢é subsequentemente posta em
contacto com o alergénio, 0s recetores Fce sdo reticulados
por ligacdo do alergénio, o que faz com que as células se
desgranulem e libertem um numero de mediadores anafilaticos
tais como histaminas, prostaglandinas, leucotrienos, etc. E
a libertacdo destas substédncias que ¢é responséavel pelos
sintomas clinicos tipicos da hipersensibilidade imediata,
nomeadamente a contracdo do musculo liso do aparelho
respiratério ou do intestino, a dilatacdo dos vasos
sanguineos pegquenos e 0 aumento da sua permeabilidade a
dgua e proteinas do plasma, a secrecdo de muco gue resulta,
e.g. em rinite alérgica, eczema atdbépico e asma, e a
estimulacdo das terminacdes nervosas na pele que resultam
em prurido e dor. Além disso, a reacdo no segundo contacto
com o alergénio ¢ intensificada porgque algumas células B
formam um "acervo de memdéria" de células B positivas em IgE
na superficie (células B sIgE+) apds o primeiro contacto
com o alergénio através da expressdo de IgE na superficie

celular.

Existem dois recetores principais para a Igk, o
recetor de alta afinidade FceRI e o recetor de baixa
afinidade FceRII. O FceRI ¢ predominantemente expresso na
superficie de mastdécitos e basbdfilos, mas podem ser também

encontrados niveis baixos de FceRI nas células de
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Langerhans humanas, células dendriticas, e mondcitos, onde
funciona na apresentacdo de alergénios mediada pela IgE.
Além disso, o FceRI foi descrito em eosindéfilos e plaquetas
humanos (Hasegawa, S. et al., Hematopoiesis, 1999, 93:2543-
2551). O FceRI ndo se encontra na superficie de células R,
nem de células T, nem de neutré6filos. A expressdo de FceRI
nas células de Langerhans e células dendriticas dérmicas ¢
funcional e biologicamente importante para a apresentacédo
de antigénios ligados a IgE em individuos alérgicos (Klubal

R. et al., J. Invest. Dermatol. 1997, 108 (3):336-42).

O recetor de baixa afinidade, FceRII (CD23) é uma
molécula semelhante a lectina que compreende trés
subunidades idénticas com estruturas de cabeca gque se
prolongam desde um longo segmento em hélice o a partir da
membrana plasmatica celular (Dierks, A.E. et al., J.
Immunol. 1993,150:2372-2382). Apds ligacdo a IgE, o FceRII
associa-se ao CD21 em células B envolvidas na regulacdo da
sintese de IgE (Sanon, A. et al., J. Allergy Clin. Immunol.
1990, 86:333-344, Bonnefoy, J. et al., Eur. Resp. J. 1996,
9:63s5-668). O FceRII é reconhecido desde h&d muito tempo
pela apresentacdo de alergénios (Sutton e Gould ,1993,
Nature, 366:421-428). A IgE ligada ao FceRII em células
epiteliais ¢é responsédvel pela apresentacdo especifica e
rédpida de alergénios (Yang, P.P., J. Clin. Invest., 2000,
106:879-886). 0O FceRII estd presente em varios tipos de
células, incluindo c¢élulas B, eosindéfilos, plaquetas,
células assassinas naturails, células T, células dendriticas

foliculares e células de Langerhans.
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As entidades estruturais na molécula de IgE que
interagem com o) FceRI e o FceRII foram também
identificadas. Estudos de mutagénese indicaram que O
dominio CH3 medeia a interacdo da IgkE com o FceRI (Presta
et al., J. Biol. Chem. 1994, 269:26368-26373; Henry A.J. et
al., Biochemistry, 1997, 36:15568-15578) e o FceRII (Sutton
e Gould, Nature, 1993, 366:421-428; Shi, J. et al.,
Biochemistry, 1997, 36:2112 2122). 0Os sitios de 1ligacéo
para os recetores de alta e Dbaixa afinidade estéo
localizados simetricamente ao longo de um eixo rotacional
central através dos dois dominios CH3. O sitio de ligacéo
de FceRI estd localizado num dominio CH3 do lado externo
préximo da Juncdo do dominio CH2, enquanto o sitio de

ligacdo do FceRII estéd na extremidade carboxilo do CH3.

Um conceito promissor para o tratamento de
alergia envolve a aplicacdo de anticorpos monoclonais, que
sdo especificos para o 1isotipo IgE e sdo, desse modo,
capazes de ligar a IgE. Esta abordagem Dbaseia-se na
inibicdo das reacdes alérgicas regulando negativamente a
resposta imunoldgica de IgE, a gqual & o primeiro evento na
inducdo de alergia e permite a manutencdo do estado
alérgico. Como a resposta de outras classes de anticorpos
ndo é afetada, consegue-se tanto um efeito imediato como um
efeito duradouro sobre os sintomas alérgicos. Os primeiros
estudos da densidade de basdéfilos humanos mostraram uma
correlacdo entre o nivel de IgE no plasma de um doente e o

numero de recetores FceRI por basdéfilo (Malveaux et al., J.
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Clin. Invest., 1978,062:176). Aqueles observaram que as
densidades de FceRI em pessoas alérgicas e nédo alérgicas
variam de 10% a 10° recetores por basdéfilo. Mais tarde foi
demonstrado que o tratamento de doencas alérgicas com anti-
IgE diminuiu a quantidade de IgE circulante para 1% dos
niveis de pré-tratamento (MacGlashan et al., J. Immunol.,
1997, 158:1438-1445). MacGlashan analisou o soro obtido de
doentes tratados com anticorpo anti-IgE completo, gque liga
a IgE livre circulante no soro do doente. Eles reportaram
que a diminuicdo do nivel de IgE circulante num doente
resultou num menor nuUmero de recetores presentes na
superficie de basdéfilos. Assim, propuseram a hipdtese de
que a densidade de FceRI na superficie de basdéfilos e
mastédcitos é direta ou indiretamente regulada pelo nivel de

anticorpo de IgE circulante.

Mais recentemente, a WO 99/62550 divulgou a
utilizacdo de moléculas e fragmentos de IgE que se ligam a
sitios de ligacédo de IgE dos FceRI e FceRII para bloquear a
ligacdo de IgE aos recetores. No entanto, as terapias
eficazes que carecem de efeitos secundédrios prejudiciais
para o tratamento destas doencas alérgicas sdo limitadas.
Uma abordagem terapéutica para tratar doencas alérgicas
envolveu a utilizacdo de anticorpo anti-IgE humanizado para
tratar a rinite alérgica e a asma (Corne, J. et al., J.
Clin. invest. 1997, 99:879-887; Racine-Poon, A. et al.,
Clin. Pharmcol. Ther. 1997,62:675-690; Fahy, J.V. et al.,
Am. J. Resp. Crit. Care Med. 1997, 155:1824-1834; Boulet,

L. P. et al., Am. J. Resp. Crit. Care Med., 1997,155:1835-
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1840; Milgrom, E. et al., N. Engl. J. Med., 1999, 341:1966-
1973). Estes dados clinicos demonstram que a inibicdo da
ligacdo da IgE aos seus recetores é uma abordagem eficaz

para tratar doencas alérgicas.

Kolbinger et al., Protein Engineering 1993, 6,
n.° 8, 971-980 e US5958708 descrevem anticorpos humanizados
obtidos por humanizacdo do anticorpo anti-IgE murideo TES-

C21.

Os anticorpos adequados como agentes antialér-
gicos devem reagir com as células B positivas em IgE na
superficie que se diferenciam em células plasméaticas
produtoras de IgE, para que possam ser utilizados para
eliminar funcionalmente aquelas células B. No entanto, os
anticorpos para a IgE também podem induzir, em principio, a
libertacéo de mediadores a partir de mastdcitos
sensibilizados pela IgE por reticulacdo dos recetores Fceg,
antagonizando, desse modo, o efeito benéfico exercido no
nivel sérico de IgE e células B sIgE+. Por conseguinte, os
anticorpos aplicédveis para a terapia de alergia ndo devem
ser capazes de reagir com a IgE ligada em mastécitos e
baséfilos sensibilizados, mas devem reter a capacidade de

reconhecer as células B sIgE+.

Tais anticorpos especificos do isotipo IgE foram
descritos e.g. por Chang et al. (Biotechnology 8, 122-126
(1990)), na Patente Europeia N.° EP0407392, e em varias

Patentes U.S., e.qg., Patente U.S. N.° 5,449,760. No
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entanto, como os anticorpos divulgados n&o sdo de origem
humana, sdo menos adequados para aplicacdo em humanos
devido a sua imunogenicidade como proteinas estranhas. Esta
desvantagem pode ser potencialmente reduzida transformando,
e.g., um anticorpo monoclonal anti-IgE de roedor num
anticorpo quimérico que combina os dominios variaveis do
anticorpo do roedor com os dominios constantes do anticorpo
humano. Esta abordagem conserva o sitio de ligacdo de
antigénio do anticorpo anti-IgE parental de roedor, ao
mesmo tempo que confere o isotipo e funcdes efetoras
humanos. A imunogenicidade de um anticorpo quimérico pode
ser ainda reduzida enxertando regides hipervaridveis de
roedor, também  denominadas regides determinantes de
complementaridade (CDRs), nas regides estruturais dos
dominios de regido varidvel das cadeia leve e pesada
humanas resultando anticorpos humanos remodelados. A
técnica envolve a substituicdo ou o enxerto recombinante de
sequéncias CDR de roedor especificas para o antigénio por
aquelas existentes nos dominios varidveis das cadeias
pesada e leve humanas "genéricas" (Patente U.S. N.°

6,180,370).

As imunoglobulinas ou o0s anticorpos intactos
naturais compreendem uma molécula tetramérica geralmente na
forma de Y possuindo um sitio de ligacdo de antigénio na
extremidade de cada braco superior. Um sitio de ligacédo de
antigénio consiste no dominio varidvel de uma cadeia pesada
associado ao dominio variavel de uma cadeia leve. Mais

especificamente, o sitio de 1ligacdo de antigénio de um
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anticorpo é essencialmente constituido pelas 3 CDRs do
dominio varidvel de uma cadeia pesada (Vi) e pelas 3 CDRs
do dominio variavel da cadeia leve (V). Tanto no Vi como
no Vg, as CDRs alternam com 4 regides estruturais (FRs) que

formam uma cadeia polipeptidica da férmula geral

(i) FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (1),

em que a cadeia polipeptidica é descrita como comecando na
extremidade N-terminal e terminando na extremidade C-
terminal. As CDRs de Vi e Vi, sdo também referidas como HI,
H2, H3, e L1, L2, L3, respetivamente. A determinacdo do que
constitui uma FR ou uma CDR é geralmente feita comparando
as sequéncias de aminodcidos de um numero de anticorpos
gerados na mesma espécie e as regras gerals para a sua
identificacdo s&do conhecidas na técnica (("Sequences of
proteins of immunological interest", Kabat E. A. et al., US
department of health and human service, Public health

service, National Institute of Health).

A contribuicdo feita por um dominio varidvel da
cadeia leve para a energética da ligacdo ¢é peguena em
comparacdo com agquela feita pelo dominio variavel da cadeia
pesada associado, e os dominios variadveis da cadeia pesada
isolados tém uma atividade de ligacdo ao antigénio por si
s6. Tais moléculas sdo comummente referidas como anticorpos
de dominio tUnico (Ward, E. S. et al., Nature 341, 544-546

(1989)) .
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As CDRs formam ansas que, dentro dos dominios,
estdo conectadas a uma regido estrutural de folha B. A
relacdo entre a sequéncia de aminodcidos e a estrutura de
uma ansa pode ger descrita por um modelo de estrutura
candénica (Chotia et al., Nature 342, 887-883 (1989)). De
acordo com este modelo, os anticorpos tém apenas algumas
conformacdes de cadeia principal ou "estruturas candnicas"
para cada regido hipervariavel. As conformacgdes sdo
determinadas prela presenca de alguns residuos de
aminodcidos chave em sitios especificos das CDRs e, para
certas ansas, nas regides estruturais. As regides
hipervaridveis que tém a mesma conformacdo em diferentes
imunoglobulinas tém os mesmos ou residuos de aminoacidos

muito semelhantes nestes sitios.

Foi realizado o enxerto de CDR nos anticorpos
monoclonais para produzirem anticorpos humanos humanizados
com uma afinidade de ligacdo significativamente inferior a
do anticorpo roedor dador de CDR. As observacdes indicaram
que, além da transferéncia de CDRs, nalguns casos poderiam
ser necesséarias alteracdes dentro da regido estrutural da
sequéncia humana para proporcionar atividade de ligacdo ao

antigénio satisfatdédria no produto enxertado com CDR.

Queen et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8o,
10029-10033 (1989)) divulgaram que as CDRs de um anticorpo
monoclonal anti-Tac murideo poderiam ser enxertadas numa
regido estrutural humana. As regides estruturais humanas

foram escolhidas para maximizar a homologia com a sequéncia
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muridea. Os autores utilizaram um modelo em computador do
anticorpo parental murideo para identificar residuos de
aminodcidos localizados dentro das FRs que estédo
suficientemente préximos para interagir com as CDRs ou o
antigénio. Estes residuos foram mutados para o residuo
encontrado na sequéncia muridea. O anticorpo anti-Tac
humanizado tinha uma afinidade que era apenas cerca de 1/3
dagquela do anticorpo anti-Tac murideo e a manutencdo do

caradater humano deste anticorpo foi probleméatica.

O tratamento de doencas com niveis muito altos de
IgE pode exigir um anticorpo com maior afinidade para
reduzir o risco de 1imunogenicidade, e para alargar as
indicacdes clinicas as doencas com niveis muito altos de
IgE, e.g., dermatite atdpica. Assim, ¢é desejavel ter um
anticorpo anti-IgE com maior nivel de humanizacdo e uma
afinidade muito maior para a IgE. O0Os anticorpos nesta
invencdo s&o anticorpos anti-IgE humana com afinidades
ultra altas e um grau mais elevado de homologia com

sequéncia humana diminuindo o risco de imunogenicidade.

Assim, ha uma necessidade de anticorpos
humanizados de maior afinidade que permitirdo diminuir a
quantidade de anticorpo necessidria para tratar a doenca,
reduzindo, desse modo, os potenciais efeitos secundéarios da
imunogenicidade do farmaco e o custo para o doente. Além
disso, a presente invencdo melhora a probabilidade de que

se identifique anticorpos de alta afinidade.
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Sumario da Invencédo

A presente invencdo refere-se a um anticorpo
anti-IgE de alta afinidade como definido nas reivindicacdes

apensas.

E também descrito um método de preparacdo de tais
anticorpos de alta afinidade a partir de uma molécula de
anticorpo parental, qgue combina a humanizacdo e maturacéo
da afinidade de um anticorpo ndo humano num método rapido e
eficaz que aumenta significativamente a afinidade de
ligacdo em relacdo a outros métodos. Este método envolve a
modificacdo simultdnea ou sequencial das CDRs e regides
estruturais da molécula de anticorpo parental gerando uma
biblioteca de CDRs e/ou regides estruturais aleatoriamente

substituidas, e a triagem de moléculas de alta afinidade.

Em particular, a presente invencdo refere-se a um
anticorpo isolado ou um fragmento de ligacdo ao antigénio
do mesmo que compreende uma regido variadvel da cadeia leve
que compreende CDRL1, CDRL2 e CDRL3 e uma regido variavel
da cadeia pesada que compreende CDRH1, CDRH2 e CDRH3, em
que CDRL1 consiste na SEQ ID NO:5, CDRL2 consiste na SEQ ID
NO:8, CDRL3 consiste na sequéncia de aminoadcidos QQSWSWPTT,
CDRH1 consiste na SEQ ID NO:16, CDRH2 consiste na SEQ ID
NO:20 e CDRH3 consiste na SEQ ID NO:26, em que o anticorpo

liga-se especificamente a IgE.

Além disso, a presente invencdo refere-se a uma
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composicdo que compreende uma quantidade terapeuticamente
eficaz do anticorpo ou seu fragmento e um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel bem como um kit de diagndstico
que compreende o anticorpo ou seu fragmento da invencdo, um
dcido nucleico que codifica o anticorpo ou seu fragmento da
invencéo, um vetor que compreende o referido Acido
nucleico, e uma célula hospedeira isolada que compreende o

referido vetor.

Além disso, a presente invencdo refere-se a um
método para medir o nivel de IgE num individuo, que
compreende pdér em contacto uma amostra do individuo,
amostra essa que compreende moléculas de IgE, com um
anticorpo ou seu fragmento da invencdo, e determinar o
nivel de retencdo do anticorpo ou seu fragmento pela
amostra relativamente a uma amostra de controlo de um
individuo de controlo, em gue um nivel mais alto ou mais
baixo de retencdo do anticorpo ou seu fragmento pela
amostra do individuo relativamente a amostra de controlo
indica que o individuo tem um nivel mais alto ou mais baixo
de moléculas de IgE relativamente aquele no individuo de

controlo.

Além disso, a presente invencido refere-se a um
método para diagnosticar um disturbio associado a um nivel
anormal de IgE num individuo, que compreende pdbr em
contacto uma amostra do individuo, amostra essa que
compreende moléculas de IgE, com um anticorpo ou seu

fragmento da invencdo e determinar o nivel de retencdo do
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anticorpo ou seu fragmento pela amostra relativamente a uma
amostra de controlo de um individuo de controlo, em gque um
nivel mais alto ou mais baixo de retencdo do anticorpo ou
seu fragmento pela amostra do individuo relativamente a
amostra de controlo indica que o individuo tem um disttrbio

associado a um nivel anormal de IgE.

Além disso, a presente invencdo refere-se a uma
utilizacdo de um anticorpo ou seu fragmento da invencédo
para o fabrico de um medicamento para tratar um disturbio
associado a um nivel anormalmente alto de IgE num

individuo.

Finalmente, a presente invencdo refere-se a um
anticorpo ou seu fragmento da invencdo para utilizacdo num
método de tratamento de um distlrbio associado a um nivel

anormalmente alto de IgE num individuo.

Breve Descrigdo das Figuras

A Figura 1 ¢é uma representacdo esquemdtica do

vetor fagico utilizado na clonagem e triagem de anticorpos.

A Figura 2 ¢é uma representacdo esquemdtica de
oligonucledtidos uteis na geracgéo de wvariantes de

anticorpo.

A Figura 3A representa a comparacdo das cadeias
leves do anticorpo anti-IgE murideo TES-C21 e a cadeia

molde humana combinada de L16 e JK4.
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A Figura 3B representa a comparacdoc das cadeias
pesadas de TES-C21 e a cadeia molde humana combinada DP88 e

JH4Db.

A Figura 4 apresenta uma tabela das variantes de
residuos estruturais possuindo alta afinidade em comparacéo

com o TES-C21 parental.

As Figura b5A e B representam as curvas de
titulacdo ELISA para os clones 4, 49, 72, 78 e 136, em
comparacdo com o Fab parental de TES-C21 e o controlo

negativo (5D12).

A Figura 6 representa um ensaio de inibicdo dos
clones 2C, 5A e 5I, em comparacdo com o TES-C21 parental e

um anticorpo de controlo negativo.

A Figura 7A representa as sequéncias de clones
que tém uma combinacdo de mutacdes benéficas que resultou

numa afinidade ainda maior para a Igk.

As Figuras B8A & 8B representam as sequéncias
estruturais de toda a regido variavel da cadeia leve para
os clones 1306, 1, 2, 4, 8, 13, 15, 21, 30, 31, 35, 43, 44,
53. 81, 90 e 113.

As Figuras 9A & 9B representam as sequéncias
estruturais de toda a regido variavel da cadeia pesada para

35 clones.
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As Figuras 10 A-F representam a sequéncias das
cadeias pesada e leve completas para os clones 136, 2C, 51,

5A, 2B e 1136-2C.

Descrigdao Detalhada da Invengéao

Definicdes

Os termos utilizados ao longo deste pedido séo
para ser interpretados com o significado comum e tipico
para os especialistas com conhecimentos médios na matéria.
No entanto, as Requerentes desejam que se dé aos seguintes

termos a definicdo particular como definida abaixo.

A frase "substancialmente idéntica" em relacdo a
uma sequéncia polipeptidica da cadeia de um anticorpo pode
ser 1interpretada como uma cadeia de anticorpo que exibe
pelo menos 70% ou 80% ou 920% ou 95% de identidade de
sequéncia com a sequéncia polipeptidica de referéncia. O
termo em relacdo a uma sequéncia de acido nucleico pode ser
interpretado como uma sequéncia de nucledtidos que exibe
pelo menos cerca de 85% ou 90% ou 95% ou 97% de identidade
de sequéncia com a sequéncia de 4cido nucleico de

referéncia.

0O termo "identidade"™ ou "homologia," deve ser
interpretado como significando a percentagem de residuos de

aminoadcidos na sequéncia candidata que sdo idénticos aos
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residuos de wuma sequéncia correspondente com a gqual ¢é
comparada, apdbds alinhamento das sequéncias e introducdo de
lacunas, se for necessdrio, para conseguir a percentagem
médxima de identidade para a sequéncia completa, e né&o
considerando quaisquer substituic¢des conservadoras como
parte da identidade de sequéncia. Nem as extensdes N- ou C-
terminais nem as insercdes devem ser interpretadas como
reduzindo a identidade ou homologia. Os métodos e programas
de computador para © alinhamento sdo bem conhecidos na
técnica. A identidade de sequéncia pode ser medida

utilizando software de andlise de sequéncias.

O termo "anticorpo" é utilizado no sentido mais
alargado e cobre, especificamente, o0s anticorpos monoclo-
nais (incluindo anticorpos monoclonais de comprimento
total), anticorpos policlonais e anticorpos multiespe-
cificos (e.g., anticorpos biespecificos). 0s anticorpos
(Abs) e as imunoglobulinas (Igs) sdo glicoproteinas que tém
as mesmas caracteristicas estruturais. Enquanto 0s
anticorpos exibem especificidade de ligacdo a um alvo
especifico, as imunoglobulinas incluem tanto anticorpos
como outras moléculas semelhantes a anticorpos que carecem
de especificidade para o alvo. Os anticorpos e imuno-
globulinas nativos s&o geralmente glicoproteinas hetero-
tetraméricas de cerca de 150 000 daltons, constituidas por
duas cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H)
idénticas. Cada cadeia pesada tem numa extremidade um
dominio wvaridvel (Vi) seguido de um numero de dominios

constantes. Cada cadeia leve tem um dominio varidvel numa
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extremidade (V) e um dominio constante na sua outra

extremidade.

Como aqui wutilizado, "anticorpo de anti-IgE
humana" significa um anticorpo que se liga a IgE humana de
tal maneira que inibe ou reduz substancialmente a ligacéo

dessa IgE ao recetor de alta afinidade, FceRI.

O termo "variavel" no contexto do dominio variéa-
vel de anticorpos refere-se ao facto de certas porcdes dos
dominios varidveis diferirem exaustivamente em termos de
sequéncia entre anticorpos e serem utilizadas na ligacdo e
especificidade de cada anticorpo particular para o seu alvo
particular. No entanto, a variabilidade ndo estd distri-
buida uniformemente ao longo dos dominios variédveis dos
anticorpos. Estd concentrada em trés segmentos chamados
regides determinantes de complementaridade (CDRs) também
conhecidos como regides hipervaridveis nos dominios
variaveis tanto da cadeia leve como da cadeia pesada. As
porcdes mais altamente conservadas dos dominios variéaveis
sdo chamadas de regides estruturais (FR). Os dominios
variadveis das cadeias pesada e leve nativas compreendem
cada um quatro regides FR, que adotam em grande parte uma
configuracdo em folha (, conectadas por trés CDRs, dgue
formam ansas que conectam, e nalguns casos fazem parte de,
da estrutura de folhas . As CDRs em cada cadeia sé&o
mantidas juntas em estreita proximidade pelas regides FR e,
com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a formacdo do

sitio de ligacdo do alvo nos anticorpos (ver Kabat et al.)
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Como aqui utilizada, a numeracéao dos residuos de
aminodcidos da imunoglobulina ¢ feita de acordo com o
sistema de numeracdo de residuos de aminodcidos de
imunoglobulina de Kabat et al., (Sequences of Proteins of
Immunological Interest, National Institute of Health,

Bethesda, Md. 1987), salvo indicacdo em contrario.

O termo "fragmento de anticorpo" refere-se a uma
porcdo de um anticorpo de comprimento total, geralmente a
regido de ligacdo do alvo ou variavel. O0Os exemplos de
fragmentos de anticorpos incluem os fragmentos Fab, Fab',
F(ab'), e Fv. A frase "fragmento ou anédlogo funcional”" de
um anticorpo é um composto que tem atividade bioldgica
qualitativa em comum com um anticorpo de comprimento total.
Por exemplo, um fragmento ou anédlogo funcional de um
anticorpo anti-Ige é um que pode ligar-se a uma
imunoglobulina IgE de tal maneira que impede ou reduz
substancialmente a capacidade que essa molécula tem para
ligar-se ao recetor de alta afinidade, FceRI. Como aqui
utilizado, "fragmento funcional"™ em relacdo a anticorpos,
refere-se aos fragmentos Fv, F(ab) e F(ab')z. Um fragmento
"Fv" é o fragmento de anticorpo minimo gue contém um sitio
de reconhecimento e ligacdo de um alvo completo. Esta
regido consiste num dimero de um dominio varidvel de uma
cadeia pesada e de uma cadeia leve numa associacdo forte,
ndo covalente (dimero Vi-Vi). E nesta configuracdo que as
trés CDRs de cada dominio varidvel interagem para definir
um sitio de ligacdo do alvo na superficie do dimero Vu-Vi.

Coletivamente, as seis CDRs conferem ao anticorpo a
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especificidade de ligacdo para o alvo. No entanto, até
mesmo um Unico dominio wvaridvel (ou a metade de um Fv
compreendendo apenas trés CDRs especificas para um alvo)
tem a capacidade de reconhecer e ligar o alvo, embora com
uma menor afinidade do que o sitio de ligacdo completo. Os
fragmentos de anticorpos "Fv de cadeia simples" ou "sFEv"
compreendem os dominios Vi e Vi de um anticorpo, em dgue
estes dominios estédo presentes numa Unica cadeia
polipeptidica. Geralmente, o polipéptido Fv compreende
ainda uma unidade de ligacdo polipeptidica entre os
dominios Vi e Vi que permite que o sFv forme a estrutura

desejada para ligacdo ao alvo.

O fragmento Fab contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia
pesada. Os fragmentos Fab' diferem dos fragmentos Fab pela
adicdo de alguns residuos da extremidade carboxilo do
dominio CH1 da cadeia pesada incluindo wuma ou mais
cisteinas da regido charneira do anticorpo. 0Os fragmentos
F(ab') s&do produzidos por dissociacdo da ligacdo dissul-
fureto nas cisteinas da charneira do produto de digestédo de
F(ab'), com pepsina. 0s especialistas com conhecimentos
médios na matéria conhecem acoplamentos quimicos adicionais

de fragmentos de anticorpos.

O termo "anticorpo monoclonal”" como agqui utili-
zado refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma
populacdo de anticorpos substancialmente homogéneos, i.e.,

os anticorpos individuais que constituem a populacdo séo
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idénticos exceto para possiveis mutacdes naturais que
possam estar presentes em quantidades mais pequenas. Os
anticorpos monoclonais sdo altamente especificos e estéo
dirigidos <contra wum Unico sitio alvo. Além disso, em
contraste com as preparacdes de anticorpo (policlonal)
convencionais que incluem tipicamente anticorpos diferentes
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada
anticorpo monoclonal é dirigido contra um unico
determinante no alvo. Além da sua especificidade, os
anticorpos monoclonais s&do vantajosos na medida em que
podem ser sintetizados por cultura de hibridomas, né&o
contaminadas com outras imunoglobulinas. O modificador
"monoclonal" indica o carédter do anticorpo como tendo sido
obtido a partir de uma populacdo substancialmente homogénea
de anticorpos, e ndo ¢é para ser interpretado como
requerendo a producdo do anticorpo por qualquer método
particular. Por exemplo, o0s anticorpos monoclonais para
utilizacdo com a presente invencdo podem ser isolados a
partir de Dbibliotecas de anticorpos em fagos utilizando
técnicas bem conhecidas. Os anticorpos monoclonais
parentais a serem utilizados de acordo com a presente
invencdo podem ser preparados pelo método de hibridoma
descrito pela primeira vez por Kohler e Milstein, Nature
256, 495 (1975), ou podem ser preparados por métodos

recombinantes.

As formas "humanizadas" de anticorpos n&o humanos
(e.g. murideos) s&do imunoglobulinas gquiméricas, cadeias de

imunoglobulina ou fragmentos das mesmas (tais como Fv, Fab,
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Fab', F(ab')., ou outras subsequéncias de anticorpos gque se
ligam ao alvo) gque contém uma sequéncia minima derivada de
imunoglobulina ndo humana. Em geral, o anticorpo humanizado
compreenderd substancialmente a totalidade de pelo menos
um, e tipicamente dois, dominios varidveis, em que a
totalidade ou substancialmente a totalidade das regides CDR
correspondem as de uma imunoglobulina ndo humana e a
totalidade ou substancialmente a totalidade das regides FR
sdo as de uma sequéncia consenso de imunoglobulina humana.
O anticorpo humanizado pode compreender também pelo menos
uma porcgdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente a de uma cadeia molde de imunoglobulina humana

escolhida.

Os termos "célula", "linha de células" e "cultura
de células" incluem a descendéncia. E também entendido que
toda a descendéncia pode ndo ser exatamente idéntica no
contetdo de  ADN, devido a mutacdes deliberadas ou
involuntéarias. Encontra-se incluida a descendéncia variante
que tem a mesma funcdo ou propriedade bioldgica, que a
procurada para a célula originalmente transformada. As
"células hospedeiras"™ utilizadas na presente invencdo sé&o

geralmente hospedeiros procaridéticos ou eucaridticos.

"Transformacdo" de um organismo celular com ADN
significa a introducdo de ADN num organismo de tal forma
que o ADN seja replicével, quer como um elemento
extracromossdédmico ou por integracéo cromossémica. A

"transfecdo" de um organismo celular com ADN refere-se a
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captacdo de ADN, e.g., um vetor de expressdo, pela célula
ou organismo quer sejam de facto expressas, ou néao,
quaisquer sequéncias codificantes. Os termos "célula
hospedeira transfetada " e "transformada" referem-se a uma
célula na qual foi introduzida ADN. A célula é denominada
"célula hospedeira"™ e pode ser procaridtica ou eucaridtica.
As células hospedeiras procaridticas tipicas incluem varias
estirpes de E. coli. As células hospedeiras eucaridticas
tipicas sdo de mamifero, tais como de ovario de hamster
Chinés ou células de origem humana. A sequéncia de ADN
introduzida pode ser da mesma espécie que a célula
hospedeira, de uma espécie diferente da célula hospedeira,
ou pode ser uma sequéncia de ADN hibrida, gque contém algum

ADN estranho e algum ADN homdélogo.

O termo "vetor" significa uma construcdo de ADN
que contém uma sequéncia de ADN que estd operacionalmente
ligado a uma sequéncia de controlo adequada capaz de
efetuar a expressdo do ADN num hospedeiro adegquado. Tais
sequéncias de controlo incluem um promotor para efetuar a
transcricéo, uma sequéncia operadora opcional para
controlar essa transcricdo, uma sequéncia que codifica
sitios de ligacdo de ribossomas ao ARNm adequados e
sequéncias que controlam a terminacdo da transcricdo e
traducdo. O vetor pode ser um plasmideo, uma particula de
fago ou simplesmente uma potencial insercdo gendmica. Uma
vez transformado num hospedeiro adequado, o vetor pode
integrar-se e funcionar de forma independente do genoma do

hospedeiro, ou pode, em alguns casos, integrar-se no
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préprio genoma. Na presente descricdo, "plasmideo" e
"vetor" sdo por vezes utilizados indistintamente, ja& que o
plasmideo é a forma de vetor mais comummente utilizada. No
entanto, a invencdo pretende incluir essas outras formas de
vetores que realizam uma funcdo equivalente e que sdo, ou

que se tornaram, conhecidas na técnica.

A expressdo "sequéncias de controlo" refere-se as
sequéncias de ADN necessarias para a expressdo de uma
sequéncia codificante operacionalmente ligada num organismo
hospedeiro particular. As sequéncias de controlo que s&o
adequadas para procariotas incluem, por exemplo, um promo-
tor, opcionalmente uma sequéncia operadora, e um sitio de
ligacdo de ribossoma. Sabe-se que as células eucaridticas
utilizam promotores, sinais de poliadenilacdo e potencia-
dores. O ADN para uma pré-sequéncia ou lider de secrecéo
pode estar operacionalmente ligado ao ADN para um
polipéptido se for expresso como uma pré-proteina que
participa na secrecdo do polipéptido; um promotor ou
potenciador estd operacionalmente ligado a uma sequéncia
codificante se afetar a transcricdo da sequéncia; ou um
sitio de ligacdo de ribossoma estéd operacionalmente ligado
a uma sequéncia codificante se afetar a transcricdo da
sequéncia; ou um sitio de ligacdo de <ribossoma esté
operacionalmente ligado a uma sequéncia codificante se
estiver posicionado de forma a facilitar a traducdo. Em
geral, "operacionalmente ligado" significa que as sequén-
cias de ADN que s&do ligadas estdo contiguas, e, no caso de
um lider de secrecdo, contiguas e em fase de leitura. No

entanto, os potenciadores ndo tém de estar contiguos.
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"Mamifero" para os fins de tratamento refere-se a
qualguer animal classificado como um mamifero, incluindo
humanos, animais domésticos e de exploracdo pecuéaria,
primatas n&o humanos, e animais de zooldgico, para despor-
tos, ou animais de estimacdo, tais como cdes, cavalos,

gatos, vacas, etc.

O termo "etiquetado com epitopo" quando aqui
utilizado no contexto de um polipéptido refere-se a um
polipéptido fundido com uma "etiqueta de epitopo". O
polipéptido da etiqueta de epitopo tem residuos suficientes
para proporcionar um epitopo contra o qual se pode gerar um
anticorpo, e mesmo assim ¢ suficientemente curta para que
ndo interfira com a atividade do ©polipéptido. Pre-
ferencialmente, a etiqueta de epitopo ¢é também razoa-
velmente Unica para gque o anticorpo ndo reaja substan-
cialmente de forma cruzada com outros epitopos. Os
polipéptidos de etiqueta adequados tém geralmente pelo
menos 6 residuos de aminodcidos e, geralmente, entre cerca
de 8-50 residuos de aminodcidos (preferencialmente entre
cerca de 9-30 residuos). Os exemplos incluem o polipéptido
da etiqueta HA da gripe e o seu anticorpo 12CA5 (Field et
al, Mol Cell. Biol. 8: 2159-2165 (1988))); a etiqueta c-myc
e os anticorpos 8F9, 3C7, o6kE10, G4, B7 e 9E10 contra a
mesma (Evan et al., Mol Cell. Biol. 5(12): 3610-3616
(1985)); e a etiqueta de glicoproteina D (gD) do virus
Herpes Simplex e o seu anticorpo (Paborsky et al., Protein

Engineering 3(6): 547-553 (1990)). Em certas formas de
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realizacdo, a etiqueta de epitopo pode ser um epitopo da
regido Fc de uma molécula de IgG (e.g., IgGl, IgG2, IgG3 ou
IgG4) que ¢é responsavel por aumentar a semivida sérica in

vivo da molécula de IgG.

A palavra "marcador" quando aqui utilizada
refere-se a um composto ou composicdo detetédvel gque pode
ser conjugado direta ou indiretamente com uma molécula ou
proteina, e.g., um anticorpo. O marcador pode ser ele mesmo
detetével (e.g., marcadores radioisotdépicos ou marcadores
fluorescentes) ou, no caso de um marcador enzimadtico, pode
catalisar a alteracdo quimica de um composto ou composicéo

de substrato que é detetéavel.

Como aqui utilizada, "fase sdélida" significa uma
matriz ndo agquosa a qual o anticorpo da presente invencédo
possa aderir. Os exemplos de fases sdélidas aqui abrangidas
incluem aguelas constituidas parcial ou inteiramente por
vidro (e.g. vidro de poros controlados), polissacaridos
(e.g., agarose), poliacrilamidas, poliestireno, poli(édlcool
vinilico) e silicones. Em certas formas de realizacéo,
dependendo do contexto, a fase sdbdélida pode compreender o
poco de uma placa de ensaio; noutras ¢ uma coluna de
purificacéo (e.qg. uma coluna de cromatografia de

afinidade) .

Como aqui utilizado, o termo "disturbio mediado
por IgE" significa uma condi¢cdo ou doenca dque @se

caracteriza pela producdo excessiva e/ou hipersensibilidade
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a imunoglobulina IgE. Especificamente, deve ser interpre-
tado como incluindo condic¢bdes associadas a hipersen-
sibilidade anafilédtica e as alergias atépicas, incluindo,
por exemplo: asma, rinite alérgica e conjuntivite (febre
dos fenos), eczema, urticédria, dermatite atdpica e alergias
alimentares. A condicdo fisioldgica grave de choque anafi-
ldtico provocado por, e.g., picadas de abelha, mordeduras
de cobra, alimentos ou medicacdo, estd também abrangida no

ambito deste termo.

Geracdo de Anticorpos

O anticorpo de partida ou "parental" pode ser
preparado utilizando técnicas disponiveis na matéria para
gerar tais anticorpos. Estas técnicas sd&o bem conhecidas.
Os métodos ilustrativos para gerar o anticorpo de partida
sdo descritos em mais pormenor nas seccdes gue se seguem.
Estas descrig®es sdo alternativas possiveis para a
preparacdo ou selecdo de um anticorpo parental e né&o
limitam, de maneira nenhuma, os métodos através dos quais

uma tal molécula pode ser gerada.

A afinidade de ligacdo do anticorpo ¢ determinada
antes de se gerar um anticorpo de alta afinidade da
presente invencdo. De igual forma, o anticorpo pode ser
submetido a outros ensaios da atividade bioldgica, e.g.,
para avaliar a eficdcia como um agente terapéutico. Esses
ensaios s&do conhecidos na técnica e dependem do alvo e

utilizacdo pretendida para o anticorpo.
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A fim de pesquisar anticorpos que se ligam a um
epitopo particular (e.g., aqueles que bloqueiam a ligacéo
da IgE ao seu recetor de alta afinidade), pode realizar-se
um ensaio de bloqueio cruzado de rotina tal como o descrito
em "Antibodies: A Laboratory Manual" (Cold Spring Harbor
Laboratory, Ed Harlow e David Lane (1988)). Alternativa-
mente, pode realizar-se o mapeamento de epitopo para
determinar se o anticorpo liga um epitopo de interesse.
Opcionalmente, a afinidade de 1ligacdo do anticorpo a um
homélogo do alvo utilizado para gerar o anticorpo (onde o
homélogo ¢ de uma espécie diferente) pode ser avaliada
utilizando técnicas conhecidas na matéria. Numa forma de
realizacdo, a outra espécie ¢ um mamifero ndo humano ao
qual se administrard o anticorpo em estudos pré-clinicos.
Por conseguinte, a espécie pode ser um primata ndo humano,
tal como um macaco rhesus, cinomolgo, babuino, chimpanzé e
macaco. Alternativamente, a espécie pode ser, por exemplo,

um roedor, gato ou céao.

O anticorpo parental é alterado de acordo com a
presente invencdo de forma a gerar um anticorpo gue tem uma
afinidade de ligacdo maior ou mais forte para o alvo do que
o anticorpo parental. O anticorpo de alta afinidade
resultante tem preferencialmente uma afinidade de ligacéo
para o alvo que é pelo menos cerca de 10 vezes superior, ou
pelo menos cerca de 20 vezes superior, ou pelo menos cerca
de 500 wvezes superior ou pode ser 1000 a 5000 wvezes

superior, a afinidade de ligacdo do anticorpo parental para
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o alvo. O grau de melhoria necessario ou desejado na
afinidade de 1ligacdo dependerd da afinidade de 1ligacéo

inicial do anticorpo parental.

Em geral, o método de preparacdo de anticorpos de
alta afinidade a partir de um anticorpo parental envolve os

seguintes passos:

1. Obter ou selecionar um anticorpo parental que liga o
alvo de interesse, o qual compreende dominios variadveis das
cadeias pesada e leve. Isto pode ser efetuado por técnicas
de hibridoma tradicionais, técnicas de apresentacdo em
fagos ou qualquer outro método de geracdo de um anticorpo

especifico alvo.

2. Selecionar uma sequéncia estrutural que seja prdxima em
termos de sequéncia da regido estrutural ©parental,
preferencialmente uma sequéncia molde humana. Esta cadeia
molde pode ser escolhida com base no, e.g., seu comprimento
global comparativo, o tamanho das CDRs, os residuos de
aminodcidos localizados na juncdo entre a regido estrutural
e as CDRs, homologia global, etc. A cadeia molde escolhida
pode ser uma mistura de mais do gque uma sequéncia ou pode

ser uma cadeia molde consenso.

3. Gerar uma biblioteca de clones realizando substituicdes
de aminodcidos aleatdérias em toda e qualquer posicédo
possivel da CDR. Também se pode substituir aleatoriamente

0s aminodcidos na cadeia molde estrutural humana que
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estejam, e.g., adjacentes as CDRs ou que possam afetar a
ligacdo ou dobragem, por todos os aminoacidos possiveis,
gerando uma biblioteca de substituicbes estruturais. Estas
substituicdes estruturais podem ser avaliadas quanto ao seu
efeito potencial na ligacdo ao alvo e dobragem do
anticorpo. A substituicdo de aminodcidos na regiéo
estrutural pode ser feita simultdnea ou sequencialmente com
a substituicdo de aminoadcidos nas CDRs. Um método para
gerar a biblioteca de variantes por sintese de

oligonucledtidos.

4., Construir um vetor de expressdo gue compreende as
variantes da cadeia pesada e/ou leve geradas no passo (3)
que pode compreender as fédrmulas: FRHI-CDRH1-FRH2-CDRH2-
FRH3-CDRH3-FRH4 (I) e FRLI1I-CDRLI1-FRL2-CDRLZ2-FRL3-CDRL3-FRLA4
(IT), em que FRL1, FRL2, FRL3, FRL4, FRH1, FRH2, FRH3 e
FRH4 representam as variantes das sequéncias da cadeia leve
e da cadeia pesada da cadeia molde estrutural escolhidas no
passo 3 e as CDRs representam a CDRs variantes das CDRs do
anticorpo parental. Um exemplo de um vetor que contém tais
sequéncias das cadeias leve e pesada ¢é representado na

Figura 1.

5. Pesquisar a Dbiblioteca de clones contra o alvo
especifico e aqueles <clones que ligam o alvo sé&o
pesquisados quanto a uma afinidade de ligacdo melhorada.
Pode selecionar-se aqueles clones gue ligam com maior
afinidade do que a molécula parental. O candidato de alta
afinidade 6timo terd a maior afinidade de ligacdo possivel

em comparacdo com o anticorpo parental, preferencialmente
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maior do que 20 vezes, 100 vezes, 1000 vezes ou 5000 vezes.
Se a variante escolhida possuir certos aminoacidos que sé&o
indesejaveis, tal como um sitio de glicosilacdo que foi
introduzido ou um sitio potencialmente imunogénico, aqueles
aminodcidos podem ser substituidos por residuos de amino-

dcidos mais benéficos e a afinidade de ligacédo reavaliada.

Pode também utilizar-se este método para gerar
anticorpos de alta afinidade a partir de um anticorpo
parental totalmente humano, substituindo aleatoriamente
apenas as regides CDR, deixando a regido estrutural humana

intacta.

Devido as técnicas de triagem de alto débito e
vetores melhorados, tais como aguele representado na Figura
1, um especialista pode pesquisar réapida e eficientemente
uma biblioteca completa de substituicdes em todos os sitios
de uma dada CDR e/ou regido estrutural. Ao substituir
aleatoriamente e simultaneamente todos os aminoacidos em
todas as posicgdes, pode-se pesquisar possiveis combinacdes
que aumentam significativamente a afinidade que ndo seriam
previstas ou identificadas por substituicdo individual

devido a, e.g., sinergia.

PREPARAGCAO DO ANTICORPO PARENTAL

A. Preparagdo Alvo

Os alvos soluveis ou fragmentos dos mesmos podem

ser utilizados como imunogénios para gerar anticorpos. O
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anticorpo é dirigido contra o alvo de interesse.
Preferencialmente, o alvo ¢ um polipéptido biologicamente
importante e a administracdo do anticorpo a um mamifero que
sofre de uma doenca ou disturbio pode resultar num
beneficio terapéutico nesse mamifero. No entanto, o0s
anticorpos podem ser dirigidos contra alvos nédo polipépti-
dos. Quando o alvo ¢é um polipéptido, ele pode ser uma
molécula transmembranar (e.g. recetor) ou um ligando tal
como um fator de crescimento. Um alvo da presente invencéo
¢ a IgE. Pode wutilizar-se células inteiras como ©
imunogénio para gerar anticorpos. 0O alvo pode ser produzido
de forma recombinante ou feito wutilizando métodos de
sintese. O alvo pode ser também isolado a partir de uma

fonte natural.

Para moléculas transmembranares, tals como rece-
tores, pode utilizar-se fragmentos destas (e.g. o dominio
extracelular de um recetor) como o imunogénio. Alternati-
vamente, pode utilizar-se as células gue expressam a
molécula transmembranar como © imunogénio. Tais células
podem ser derivadas de uma fonte natural (e.g. linhas de
mastdécitos) ou podem ser células que foram transformadas
por técnicas recombinantes para expressar a molécula
transmembranar. Outros alvos e formas dos mesmos Uteis para
preparar anticorpos serdo evidentes para os especialistas

na técnica.

B. Anticorpos Policlonais

Os anticorpos policlonais s&do geralmente gerados
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em mamiferos ndo humanos por multiplas injecdes subcuténeas
(sc) ou intraperitoneais (ip) do alvo relevante em
combinacdo com um adjuvante. Pode ser uUtil conjugar o alvo
relevante com uma proteina que é imunogénica na espécie a
ser imunizada, e.g., hemocianina de lapa californiana. Na
técnica s&o conhecidos muitos agentes capazes de

desencadear uma resposta imunoldgica.

Os animais sé&do imunizados contra o alvo, conju-
gados imunogénicos ou derivados, combinando a proteina ou
conjugado (para coelhos ou murganhos, respetivamente) com
adjuvante completo de Freund e injetando a solucgdo por via
intradérmica. Um més depois, 0s animais sé&do reforcados com
1/5 a 1/10 da guantidade original de péptido ou conjugado
em adjuvante incompleto de Freund por injecdo subcuténea em
miltiplos sitios. Sete a 14 dias depois, os animais sé&o
sangrados e o soro é analisado para o titulo de anticorpo.
Os animais sdo reforcados até o titulo atingir um nivel

estivel.

0 anticorpo de mamifero selecionado tera
normalmente uma afinidade de ligacdo suficientemente forte
para o alvo. Por exemplo, o anticorpo pode ligar o alvo
anti-IgE humano com um valor de afinidade de ligacédo (Kd)
de cerca de 1 x 10°% M. As afinidades do anticorpo podem
ser determinadas por ligacdo de saturacdo; ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA); e ensaios de competicdo

(e.g., radioimunoensaios).
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Para pesquisar anticorpos gque liguem o alvo de
interesse, pode realizar-se um ensaio de reticulacdo de
rotina, tal como o descrito em Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow e David
Lane (1988) . Alternativamente, pode realizar-se o)
mapeamento de epitopo, e.g., como descrito em Champe, et
al. J. Biol. Chem. 270: 1388-1394 (1995), para determinar a

ligacédo.

C. Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais s&do anticorpos que
reconhecem um Unico sitio antigénico. A sua especificidade
uniforme torna os anticorpos monoclonais muito mais Uteis
do que os anticorpos policlonais, 0s qguais contém
geralmente anticorpos gue reconhecem uma variedade de
sitios antigénicos diferentes. 0s anticorpos monoclonais
podem ser gerados utilizando o método de hibridoma descrito
pela primeira vez por Kohler et al., Nature, 256: 495
(1975), ou podem ser gerados por métodos de  ADN

recombinante.

No método de hibridoma, um murganho ou outro
animal hospedeiro apropriado, tal como um roedor, é
imunizado como descrito acima para desencadear linfécitos
que produzem ou sdo capazes de produzir anticorpos que se
ligardo especificamente a proteina utilizada para imuni-
zacdo. Alternativamente, os linfdécitos podem ser imunizados

in vitro. Os linfécitos sdo em seguida fundidos com células
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de mieloma utilizando um agente de fusédo adequado, tal como
polietileno glicol, para formar uma célula de hibridoma
(Goding, Monoclonal Antibodies: Principals and Practice,

pag. 590-103 (Academic Press,1986)).

As células de hibridoma assim preparadas sé&o
aplicadas e cultivadas num meio de cultura adequado que
contém preferencialmente uma ou mais substdncias que inibem
O cCcrescimento ou sobrevivéncia das células de mieloma
parentais, ndo fundidas. Por exemplo, se as células de
mieloma parentais carecerem da enzima hipoxantina guanina
fosforribosil-transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de
cultura para os hibridomas incluird tipicamente hipoxan-
tina, aminopterina e timidina (meio HAT), substéncias que
impedem o crescimento de células deficientes em HGPRT. As
células de mieloma preferidas sdo aquelas que se fundem
eficazmente, suportam a producdo estdvel de alto nivel de
anticorpo pelas células produtoras de anticorpos
selecionadas, e sdo sensivelis a um meio tal como o meio
HAT. Foram descritas linhas de células de mieloma humano e
heteromieloma de murganho-humano para a producdo de
anticorpos monoclonais humanos (Kozbar, J. Immunol. 133:
3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, péag. 51-63 (Marcel Dekker,

Inc., New York, 1987)).

Depois de serem identificadas células de hibri-
doma que produzem anticorpos da especificidade, afinidade

e/ou atividade desejada, os clones podem ser subclonados
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por procedimentos de diluicd&o limitante e cultivados por
métodos padrdo (Goding, Monoclonal Antibodies: Principals
and Practice, péag. 59-103, Academic Press, 1986)). Sé&o
incluidos os meios de cultura adequados para este fim. Os
anticorpos monoclonais segregados pelos subclones sdo ade-
quadamente separados do meio de cultura por procedimentos
de purificacdo de imunoglobulina convencionais tais como,
por exemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia de hidro-
xilapatite, eletroforese em gel, didlise ou cromatografia

de afinidade.

O ADN que codifica os anticorpos monoclonais ¢é
facilmente isolado e sequenciado utilizando procedimentos
convencionais (e.g., utilizando sondas oligonucleotidicas
que sdo capazes de se ligar especificamente aos genes que
codificam as <cadeias ©pesada e leve dos anticorpos
monoclonais). As células de hibridoma servem como uma fonte
desse ADN. Uma vez isolado, o ADN pode ser colocado em
vetores de expressdo, 0s quais sdo em seguida transferidos
para células hospedeiras tais como células de E. coli,
células NSO, células de ovario de hamster Chinés (CHO), ou
células de mieloma para se obter a sintese de anticorpos
monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. O ADN
também pode ser modificado, por exemplo, substituindo as
sequéncias murideas pela sequéncia codificante homdloga
para os dominios constantes das cadeias pesada e leve
humanas (Pat. U.S. N.° 4,816,567; Morrison et al., Proc.
Natl Acad. Sci. USA 81: 6851 (1984)), ou por unido

covalente ao polipéptido de imunoglobulina.
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D. Anticorpos Humanizados

A humanizacdo é uma técnica para gerar um anti-
corpo quimérico em que substancialmente menos do gque um
dominio variéavel humano intacto foi substituido pela
sequéncia correspondente de uma espécie ndo humana. Um
anticorpo humanizado tem um ou mais residuos de aminoacidos
introduzidos no mesmo de uma fonte que ndo é humana. Estes
residuos de aminoacidos ndo humanos sdo frequentemente
referidos como residuos de "importacdo", os quais sdo tipi-
camente retirados de um dominio varidvel de "importacdo". A
humanizacdo pode ser essencialmente realizada seguindo o
método de Winter e colaboradores (Jones et al, Nature 321:
522-525 (1986); Riechman et al., Nature 332: 323-327
(1988); Verhoeyens et al., Science 239:1534-1536 (1988)),
substituindo CDRs ou sequéncias de CDR ndo humanas pelas
sequéncias correspondentes num anticorpo humano (ver, e.g.,
Pat U.S. N.° 4,816,567). Como praticado na presente
invencdo, o anticorpo humanizado pode ter alguns residuos
de CDR e alguns residuos de FR substituidos por residuos de

sitios andlogos em anticorpos murideos.

A escolha dos dominios wvariédveis humanos, tanto
de cadeia leve como pesada, a serem utilizados na
preparacdo dos anticorpos humanizados ¢ muito importante
para reduzir a antigenicidade. De acordo com o chamado
método de "melhor ajuste", a sequéncia do dominio variavel

de um anticorpo ndo humano é comparada com a biblioteca de
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sequéncias de dominios varidveis humanos conhecidos. A
sequéncia humana que ¢ mais préxima daquela do anticorpo
parental ndo humano é entdo aceite como a regido estrutural
humana para o anticorpo humanizado (Sims et al., J.
Immunol. 151: 2296 (1993); Chotia et al., J. Mol. Biol.
196: 901 (1987)) . Outro método utiliza uma regiédo
estrutural particular derivada da sequéncia consenso de
todos o0s anticorpos humanos de um subgrupo particular de
cadeias leves ou pesadas. A mesma regido estrutural pode
ser utilizada para véarios anticorpos humanizados diferentes
(Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4285

(1992); Presta et al., J. Immunol. 151: 2623 (1993)).

E. Fragmentos de Anticorpos

Foram desenvolvidas varias técnicas ©para a
producdo de fragmentos de anticorpos. Tradicionalmente,
estes fragmentos eram obtidos por digestdo proteolitica de
anticorpos intactos (ver, e.g., Morimoto et al., Journal of
Biochemical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) e
Brennan et al., Science 229: 81 (1985)). No entanto, estes
fragmentos podem ser agora produzidos diretamente por
células hospedeiras recombinantes. Por exemplo, 0s
fragmentos de anticorpos podem ser isolados a partir de uma
biblioteca de anticorpos em fagos. Alternativamente, os
fragmentos F(ab')2,-SH podem ser diretamente recuperados a
partir de E. coli e gquimicamente acoplados para formar
fragmentos F(ab'): (Carter et al., Bio/Technology 10: 163-

167 (1992)). De acordo com outra abordagem, os fragmentos
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F(ab'), podem ser isolados diretamente da cultura de
células hospedeiras recombinantes. Outras técnicas para a
producdo de fragmentos de anticorpos serdo evidentes para o
especialista médico. Noutras formas de realizacdo, o0
anticorpo de eleicdo é um fragmento Fv de cadeia simples

(scFv). (Pedido de patente PCT WO 93/16185).

PREPARAGCAO DE ANTICORPOS DE ALTA AFINIDADE

Uma vez identificado e isolado o anticorpo
parental, um ou mais residuos de aminodcidos sdo alterados
em uma ou mais das regides varidveis do anticorpo parental.
Alternativamente, ou além disso, uma ou mais substituicdes
de residuos estruturais podem ser introduzidas no anticorpo
parental, as quais resultam numa melhoria da afinidade de
ligacdo do anticorpo, por exemplo, a IgE humana. Os
exemplos de residuos da regido estrutural a modificar
incluem aqueles gque ndo ligam covalentemente, de forma
direta, o alvo (Amit et al. Science 233: 747-753 (1986));
interagem com/afetam a conformacdo da CDR (Chotia et al. J.
Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)); e/ou participam na
interface VL-VH (EP 239 400 Bl). Em certas formas de
realizacdo, a modificacdo de um ou mais de tais residuos da
regido estrutural resulta numa melhoria da afinidade de

ligacdo do anticorpo ao alvo de interesse.

As modificac®es das propriedades bioldgicas dos
anticorpos podem ser conseguidas selecionando substituicdes

que diferem significativamente no seu efeito sobre a
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manutencéao de, e.qg., (a) a estrutura da cadeia
polipeptidica ©principal na 4&rea da substituicédo, por
exemplo, como uma conformacdo em folha ou helicoidal; (b) a
carga ou hidrofobicidade da molécula no sitio alvo, ou (c)
o volume da cadeia lateral. As substituicodes nao
conservadoras implicardo a troca de um membro de uma destas

classes por outra classe.

As moléculas de éacido nucleico que codificam
variantes da sequéncia de aminodcidos s&o preparadas por
uma variedade de métodos conhecidos na técnica. Estes
métodos incluem a mutagénese mediada por oligonucledtidos
(ou especifica de um 1lbécus), mutagénese por PCR, e
mutagénese de cassete de uma variante preparada antes ou
uma versdo ndo variante do anticorpo dependente da espécie.
0O método preferido para gerar variantes ¢é uma sintese
mediada por oligonucledétidos. Em certas formas de reali-
zacdo, a variante de anticorpo teréd apenas substituicdes de
residuos numa Unica regido hipervariavel, e.g. desde cerca
de dois a cerca de quinze substituicdes na regiédo

hipervariavel.

Um método para gerar a biblioteca de variantes é
através da sintese mediada por oligonucledétidos de acordo
com O esquema representado na Figura 2. Podem ser
sintetizados trés oligonucledtidos de aproximadamente 100
nuclebdétidos cada gque abarcam toda a regido variavel da
cadeia leve ou cadeia pesada. Cada oligonucledtido pode

compreender: (1) um segmento de 60 aminoédcidos gerado pelo
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tripleto (NNK)20, em que N é qualquer nucledétido e K é G ou
T, e (2) uma sobreposicdo de aproximadamente 15-30
nuclebétidos com o oligonuclebdétido seguinte ou com a
sequéncia do vetor em cada extremidade. Apds emparelhamento
destes trés oligonucledtidos numa reacdo de PCR, a
polimerase preencherd a cadeia oposta, o0 que gera uma
sequéncia de cadeia dupla completa da regido variavel da
cadeia pesada ou cadeia leve. O numero de tripletos podem
ser ajustados a qualgquer comprimento de repeticdes e a sua
posicdo dentro do oligonucledétido pode ser escolhida de
forma a substituir apenas os aminoidcidos numa dada CDR ou
regido estrutural. Utilizando (NNK), qualquer um dos vinte
aminodcidos pode surgir em cada posicdo nas variantes
codificadas. A sequéncia sobreposta de 5-10 amino&cidos
(15-30 nucledtidos) ndo sera substituida, mas esta deve ser
escolhida para que caia dentro das regides empilhadas da
regido estrutural, ou pode ser substituida por uma ronda de
sintese separada ou subsequente. Os métodos para sintetizar
oligonucledtidos s&@o bem conhecidos na técnica e estéo
também comercialmente disponiveis. 0Os métodos para gerar as
variantes de anticorpo a partir destes oligonucledtidos séo

também bem conhecidos na técnica, e.g., PCR.

A biblioteca das variantes das cadeias pesada e
leve, que diferem em posicdes aleatédérias da sua sequéncia,
pode ser construida em qualquer vetor de expressdo, tal
como um bacteridéfago, especificamente o vetor da Fig.l,
cada um dos quais contém ADN gque codifica uma variante

particular das cadeias pesada e leve.
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Apds produgdo das variantes de anticorpo,
determina-se a atividade bioldégica da variante relati-
vamente ao anticorpo parental. Como assinalado acima, isto
envolve a determinacdo da afinidade de ligacdo da variante
ao alvo. Existem numerosos métodos de alto débito para
pesquisar rapidamente as variantes de anticorpo quanto a

sua capacidade para ligar o alvo de interesse.

Uma ou mais das variantes de anticorpo selecio-
nadas a partir desta triagem 1inicial podem ser depois
pesquisadas quanto a uma afinidade de ligacdo melhorada
relativamente ao anticorpo parental. Um método comum para
determinar a afinidade de ligacdo ¢ através da avaliacéo
das constantes de velocidade de associacdo e dissociacéo
utilizando um sistema de ressondncia plasmbénica de
superficie BIAcore™ (BIAcore, Inc.). Um chip biossensor é
ativado para o acoplamento covalente do alvo de acordo com
as instrucdes do fabricante (BIAcore). O alvo é em seguida
diluido e injetado sobre o chip para se obter um sinal em
unidades de resposta (RU) de material imobilizado. Uma vez
que o sinal em RU ¢é proporcional a massa de material
imobilizado, isto representa uma gama de densidades de alvo
imobilizado na matriz. Os dados de dissociacdo s&do ajus-
tados a um modelo de um sitio para se obter o kdissociacéo
+/- d.p. (desvio padrdo das medicdes). A constante de
velocidade de pseudo-primeira ordem (ks) é calculada para
cada curva de associacdo, e representada graficamente como

uma funcdo da concentracdo de proteina para se obter a
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kassociacdo +/- e.p. (erro padrdo do ajuste). As constantes
de dissociacdo no equilibrio para a ligacdo, Kd, sdo cal-
culadas a partir das medigdes de SPR como kdissocia-
cdo/kassociacdo. Uma vez que a constante de dissociacdo no
equilibrio, Kd, é inversamente proporcional a kdissociacéo,
pode fazer-se uma estimativa da melhoria da afinidade
assumindo que a velocidade de associacdo (kassociacédo) ¢

constante para todas as variantes.

O (s) candidato(s) resultante(s) com alta afini-
dade pode(m) ser opcionalmente submetido(s) a um ou mais
ensaios adicionais da atividade bioldgica para confirmar
que a(s) variante(s) de anticorpo com afinidade de ligacé&o
melhorada continuam a manter os atributos terapéuticos
desejado. Por exemplo, no caso de um anticorpo anti-IgE,
pode pesquisar-se aqueles que bloqueiam a ligacdo de IgE ao
seu recetor e inibem a libertacdo de histamina. A variante
de anticorpo 6tima retém a capacidade para ligar-se ao alvo
com uma afinidade de ligacédo significativamente superior ao

anticorpo parental.

A(s) variante(s) de anticorpo assim seleciona-
da(s) pode(m) ser submetida(s) a modificacdes adicionais
dependendo frequentemente da utilizacdo pretendida para o
anticorpo. Tais modificacdes podem envolver a alteracédo
adicional da sequéncia de aminoacidos, a fuséo a
polipéptido(s) heterdlogo(s) e/ou modificacdes covalentes
tais como aquelas elaboradas abaixo. Por exemplo, quaisquer

residuos de cisteinas ndo envolvidos na manutencdo da



PE2000481 - 43 -

conformacédo apropriada da variante de anticorpo podem ser
substituidos, geralmente por serina, para melhorar a
estabilidade oxidativa da molécula e impedir a reticulacéo
aberrante. Reciprocamente, pode adicionar-se (uma)
ligacédo (6es) de cisteina ao anticorpo para melhorar a sua
estabilidade (em particular, gquando o anticorpo & um

fragmento de anticorpo tal como um fragmento Fv).

VETORES

A invencdo também proporciona um &cido nucleico
isolado que codifica uma variante de anticorpo como aqui
divulgada, vetores e células hospedeiras que compreendem O
dcido nucleico, e técnicas recombinantes para a producdo da
variante de anticorpo. Para a producdo recombinante da
variante de anticorpo, o &cido nucleico que a codifica é
isolado e inserido num vetor replicdvel para clonagem
adicional (amplificacdo do ADN) ou para expressdo. O ADN
que codifica a variante de anticorpo é facilmente isolado e
sequenciado utilizando procedimentos convencionais (e.g.,
utilizando sondas oligonucleotidicas que sdo capazes de se
ligar especificamente aos genes que codificam as cadeias

pesada e leve da variante de anticorpo).

H4& muitos vetores disponiveis. As componentes do
vetor incluem geralmente uma ou mais das seguintes: uma
sequéncia sinal, uma origem de replicacdo, um ou mais genes
marcadores, um elemento potenciador, um promotor e uma

sequéncia de terminacdo da transcricéo.
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O vetor de expressdo fagico representado na
Figura 1 é constituido por um vetor M13 comummente utili-
zado e o sinal de secrecédo viral do gene III do préprio M13
para a secrecdo e triagem réapidas dos Fabs variantes quanto
aos critérios apropriados de especificidade de ligacdo e
afinidade minima. Este vetor né&o utiliza a sequéncia do
gene III completa, pelo gque ndo hé& apresentacdo na
superficie da célula bacteriana, mas, pelo contrédrio, os
Fabs sédo segregados para o espaco periplasméatico.
Alternativamente, os Fabs poderiam ser expressos no
citoplasma e isolados. As cadeias pesada e leve tém, cada,
0 seu préprio sinal de secregdo viral, mas sdo expressas de
forma dependente a partir de um uUnico promotor induzivel

forte.

O wvetor na Figura 1 também proporciona uma
etiqueta de His e uma etiqueta myc para purificacdo e
detecdo féaceis. Um especialista reconheceria que os Fabs
poderiam ser independentemente expressos a partir de
promotores separados ou que o sinal de secrecdo nido tem de
ser a sequéncia viral escolhida, mas poderia ser uma
sequéncia sinal procaridtica ou eucaridtica adequada para a
secrecdo dos fragmentos de anticorpos a partir da célula
hospedeira escolhida. Deve também reconhecer-se que as

cadeias pesada e leve podem residir em diferentes vetores.

A. Componente de Sequéncia Sinal

A variante de anticorpo desta invencdo pode ser

produzida de forma recombinante. A variante pode ser também
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expressa como um polipéptido de fusdo fundido com um
polipéptido heterdlogo, o qual ¢é preferencialmente uma
sequéncia sinal ou outro polipéptido que tem um sitio de
dissociacéao especifico na extremidade N-terminal da
proteina ou polipéptido maduro. A sequéncia sinal hete-
réloga selecionada é preferencialmente uma que é
reconhecida e processada (i.e., dissociada pela peptidase
sinal) pela célula hospedeira. Para as células hospedeiras
procaridticas que ndo reconhecem nem processam a sequéncia
sinal do anticorpo nativo, a sequéncia sinal pode ser
substituida por uma sequéncia sinal procaridtica selecio-
nada, por exemplo, do grupo da fosfatase alcalina,
penicilinase, Ipp ou lideres termoestaveis da enterotoxina
II. Ou no caso do vetor da Figura 1, a segquéncia sinal
escolhida foi uma sequéncia sinal viral do gene III. Para
secrecdo a partir de levedura, a sequéncia sinal nativa
pode ser substituida por, e g., o lider da invertase de
levedura, lider do fator o (incluindo as lideres do fator o
de Saccharomyces e Kluyveromyces), ou lider da fosfatase
4dcida, o lider da glucoamilase de C. albicans, ou um Sinal
descrito, e.g., na WO 90/13646. Para a expressdo em células
de mamifero, estdo disponiveis sequéncias sinal de mamifero
bem como lideres de secrecdo virais, por exemplo, o sinal
gD de herpes simplex. O ADN para essa regido precursora
estd ligado em grelha de leitura com o ADN que codifica a

variante de anticorpo.

B. Componente de Origem de Replicacgéo

Os vetores contém geralmente uma sequéncia de
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dcido nucleico que permite que o vetor se replique em uma
ou mais células hospedeiras selecionadas. Geralmente, esta
sequéncia é uma que permite que o vetor se replique inde-
pendentemente do ADN cromossdémico do hospedeiro, e inclui
as origens de replicacdo ou sequéncias com replicacéo
autdénoma. Tais sequéncias sdo bem conhecidas para uma
variedade de bactérias, leveduras e virus. A origem de
replicacdo do plasmideo pBR322 ¢é adequada para a maioria
das bactérias Gram-negativas, a origem do plasmideo 2u é
adequada para levedura, e vVvarias origens virais (SV40,
polioma, adenovirus, VSV ou BPV) sé&o Uteis para vetores em
células de mamiferos. Geralmente, a componente de origem de
replicacdo ndo ¢é necessaria para vetores de expressdo de
mamiferos (a origem SV40 pode ser tipicamente utilizada

apenas porque contém o promotor precoce).

C. Componente de Gene de Selecgéo

Os vetores podem conter um gene de selecédo,
também denominado um marcador seleciondvel. 0s genes de
selecdo tipicos codificam proteinas que (a) conferem
resisténcia a antibidéticos ou outras toxinas, e.g.,
ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b)
complementam deficiéncias auxotrdficas, ou (c) fornecem
nutrientes criticos né&do disponiveis em meios complexos,
e.g., O gene que codifica a D-alanina-racemase ©para

Bacilos.

Um exemplo de um esquema de selecdo utiliza um
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farmaco para parar o crescimento de uma célula hospedeira.
Aquelas células que sdo transformadas com sucesso com um
gene heterdlogo produzem uma proteina que confere
resisténcia ao farmaco e, desse modo, sobrevivem ao regime
de selecdo. 0Os exemplos de uma tal selecdo dominante
utilizam os férmacos neomicina, dcido micofendlico e

higromicina.

Outro exemplo de marcadores selecionaveis adequa-
dos para células de mamiferos s&do aqueles que permitem a
identificacdo de células competentes para captar o A&acido
nucleico do anticorpo, tal como DHFR, timidina-cinase,
metalotioneina-1I e -I17, preferencialmente genes de
metalotioneinas de primatas, adenosina-desaminase, orniti-

na-descarboxilase, etc.

Por exemplo, as células transformadas com o gene
de selecdo DHFR sédo primeiro identificadas através da
cultura de todos os transformantes num meio de cultura que
contém metotrexato (Mtx), um antagonista competitivo de
DHFR. Uma célula hospedeira apropriada quando é utilizado
DHFR de tipo selvagem ¢ a linha de células de ovario de

hamster Chinés (CHO) deficiente em atividade DHFR.

Alternativamente, as células hospedeiras (em
particular, os hospedeiros de tipo selvagem gue contém DHFR
enddgena) transformadas ou co-transformadas com sequéncias
de ADN gque codificam o anticorpo, proteina DHFR de tipo

selvagem e outro marcador selecionavel, tal como a
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aminoglicésido-3'-fosfotransferase (APH), podem ser
selecionadas por crescimento de células em meio que contém
um agente de selecdo para o marcador selecionadvel tal como
um antibidtico aminoglicosidico, e.g., canamicina,

neomicina ou G418. (Pat. U.S. N.° 4,965,199).

Um gene de selecdo adequado para utilizacdo em
levedura é o gene trpl presente no plasmideo de levedura
Yrp7 (Stinchcomb et al., Nature 282: 39 (1979)). O gene
trpl proporciona um marcador de selecdo para uma estirpe
variante de levedura que carece da capacidade para crescer
em triptofano, por exemplo, ATCC N.° 44076 ou PEP4-1.
Jones, Genetics 85:12 (1977). A presenca de lesdo de trpl
no genoma da célula hospedeira de levedura proporciona
entdo um ambiente eficaz para detetar a transformacdo por
crescimento na auséncia de triptofano. De forma semelhante,
as estirpes de levedura deficientes em Leu2 (ATCC 20.622 ou
38.626) s&do complementadas por plasmideos conhecidos que

tém o gene Leul.

D. Componente Promotor

Os vetores de expressdo e clonagem contém
geralmente um promotor gque ¢é reconhecido pelo organismo
hospedeiro e estd operacionalmente ligado ao acido nucleico
do anticorpo. Os promotores adequados para utilizacdo com
hospedeiros procaridticos incluem o promotor phoA, sistemas
promotores de [(-lactamase e lactose, fosfatase alcalina, um

sistema promotor de triptofano (trp) e promotores hibridos
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tais como o promotor tac. No entanto, sdo adequados outros
promotores Dbacterianos conhecidos. 0s promotores para
utilizacdo em sistemas bacterianos podem conter também uma
sequéncia Shine-Dalgamo (S.D.) operacionalmente ligada ao

ADN que codifica o anticorpo.

S&o conhecidas sequéncias promotoras para
eucariotas. Praticamente todos 08 genes eucaridticos tém
uma regido rica em AT localizada aproximadamente 25 a 30
bases a montante do sitio onde ¢ iniciada a transcricéo.
Outra sequéncia encontrada 70 a 80 bases a montante do
inicio da transcricdo de muitos genes é uma regido CNCAAT,
em que N pode ser qualgquer nucledétido. Na extremidade 3' a
maioria dos genes eucaridéticos é uma sequéncia AATAAA gue
pode ser o sinal para a adicdo da cauda de poli A a
extremidade 3' da sequéncia codificante. Todas estas
sequéncias sdo inseridas de modo adequado nos vetores de

expressdo eucaridticos.

Os exemplos de sequéncias promotoras adequadas
para utilizacdo com hospedeiros de levedura incluem os
promotores para a 3-fosfoglicerato-cinase ou outras enzimas
glicoliticas, tais como a enolase, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase, hexocinase, piruvato-descarboxilase, fos-
fofructocinase, glicose-6-fosfato-isomerase, 3-fosfogli-
cerato-mutase, piruvato-cinase, triosefosfato-isomerase,

fosfoglicose-isomerase e glicocinase.

Outros promotores de levedura, o0s quais sé&o
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promotores induziveis que tém a vantagem adicional de
transcricdo controlada pelas condic¢bdes de crescimento, séo
as regides promotoras para a 4alcool-desidrogenase 2,
isocitocromo C, fosfatase A&cida, enzimas degradativas
associadas ao metabolismo de azoto, metalotioneina, glice-
raldeido-3-fosfato-desidrogenase e enzimas responsaveis
pela utilizacdo de maltose e galactose. 0s vetores e
promotores adequados para utilizacdo na expressdo em
levedura sdo adicionalmente descritos na EP 73,657. Os
potenciadores para a levedura sdo também vantajosamente

utilizados com promotores para a levedura.

A transcricdo do anticorpo a partir de vetores em
células hospedeiras de mamifero €& controlada, por exemplo,
por promotores obtidos a partir dos genomas de virus tais
como virus de polioma, virus da variola aviaria, adenovirus
(tal como Adenovirus 2), virus do papiloma bovino, virus do
sarcoma avidrio, citomegalovirus, um retrovirus, virus da
hepatite B e, muito preferencialmente, virus 40 Simio
(SV40), a partir de promotores mamiferos heterdlogos, e.g.,
o promotor de actina ou um promotor de imunoglobulina, a
partir de promotores de choque térmico - desde que tais
promotores sejam compativeis com os sistemas de células

hospedeiras.

Os promotores precoce e tardio do virus SV40 séo
convenientemente obtidos como um fragmento de restricdo de
SV40 que também contém a origem viral de replicacdo do

SV40. O promotor precoce imediato do citomegalovirus humano
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é convenientemente obtido como um fragmento de restricdo de
HindIII E. Um sistema para expressar o ADN em hospedeiros
mamiferos utilizando o virus do papiloma bovino como um
vetor ¢ divulgado na Pat. U.S. N.° 4,419,446. Uma
modificacdo deste sistema ¢é descrita na Pat. U.S. N.°
4,601,978. Alternativamente, o ADNc do interferdo [ humano
foi expresso em células de murganho sob o controlo de um
promotor de timidina-cinase a partir do virus herpes
simplex. Alternativamente, a repeticdo terminal longa do
virus de sarcoma de rous pode ser utilizado como ©

promotor.

E. Componente de Elemento Potenciador

A transcricdo de um ADN que codifica o anticorpo
desta invencdo por eucariotas superiores ¢ frequentemente
aumentada inserindo uma sequéncia potenciadora no vetor.
Agora s&o conhecidas muitas sequéncias potenciadoras de
genes de mamiferos (globina, elastase, albumina, o-feto-
proteina e insulina). No entanto, tipicamente, utilizar-se-
& um potenciador de um virus de célula eucaridtica. Os
exemplos incluem o potenciador de SV40 do lado tardio da
origem de replicacdo (pb 100-270), o ©potenciador do
promotor precoce de citomegalovirus, o potenciador de
polioma do lado tardio da origem de replicacdo e o0s
potenciadores de adenovirus. Ver também Yaniv, Nature 297:
17-18 (1982) sobre os elementos potenciadores para a
ativacdo dos promotores eucaridticos. O potenciador pode

ser inserido por excisdo-unido no vetor numa posicdo 5' ou
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3'" relativamente a sequéncia codificante do anticorpo, mas

estd preferencialmente localizado num sitio 5' do promotor.

F. Componente de Terminagcdo da Transcrigéo

Os vetores de expressdo utilizados em células
hospedeiras eucaridticas (células de levedura, fungos,
insetos, plantas, animais, humanos ou nucleadas de outros
organismos multicelulares) podem conter também sequéncias
necessarias para a terminacdo da transcricdo e para
estabilizar o ARNm. Tais sequéncias estdo comummente
disponiveis a partir das regides ndo traduzidas 5' e,
ocasionalmente 3', de ADNs ou ADNcs eucaridéticos ou virais.
Estas regides contém segmentos nucleotidicos transcritos
como fragmentos poliadenilados na porc¢do ndo traduzida do
ARNm que codifica o anticorpo. Um componente de terminacédo
da transcricdo Util é a regido de poliadenilacdo da hormona

de crescimento bovina. Ver e.g., W094/11026.

SELECAO E TRANSFORMACAO DE CELULAS HOSPEDEIRAS

As células hospedeiras adequadas para clonagem ou
expresséo do ADN nos vetores aqui s&o células
procaridticas, de levedura ou eucaridticas superiores. Os
procariotas adequados para este efeito incluem organismos
Gram-negativos e Gram-positivos, por exemplo, Enteroba-
ctérias tais como E. coli, Enterobacter, Erwinia,
Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia e Shigella, bem

como Bacilos, Pseudomonas e Streptomyces. Um hospedeiro de
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clonagem de FE. coli preferido é a E. coli 294 (ATCC
31 446), embora sejam adequadas outras estirpes tais como
E. coli B, E. coli X17776 (ATCC 31 537) e E. coli W3110
(ATCC 27 325). Estes exemplos sdo ilustrativos em vez de

limitativos.

Além dos procariotas, os micrdébios eucaridticos
tais como os fungos filamentosos ou a levedura s&o hospe-
deiros de clonagem ou expressdo adequados para os vetores
que codificam o anticorpo. A Saccharomyces cerevisiae é o
mais comummente utilizado entre 0s microrganismos
hospedeiros eucaridticos inferiores. No entanto, um numero
de outros géneros, espécies e estirpes sdo agui comummente
disponiveis e uUteis, tais como Schizosaccharomyces pombe;
Kluyveromyces; Candida; Trichoderma; Neurospora crassa; €
fungos filamentosos tais como e.g., Neurospora,
Penicillium, Tolypocladium, e hospedeiros de Aspergillus,

tais como A. nidulans e A. niger.

As células hospedeiras adequadas para a expressio
de anticorpos glicosilados sdo derivadas de organismos
multicelulares. Em principio, qualgquer cultura de células
eucaridticas superiores pode ser trabalhada, quer seja de
cultura de vertebrados ou invertebrados. Os exemplos de
células de invertebrados incluem células vegetais e de
insetos, Luckow et al., Bio/Technology 6, 47-55 (1988);
Miller et al., Genetic Engineering, Setlow et al. eds. Vol.
8, pag. 277-279 (Plenam publishing 1986); Mseda et al.,

Nature 315, 592-594 (1985). Foram identificadas numerosas
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estirpes e variantes baculovirais e correspondentes células
hospedeiras de inseto permissivas a partir de hospedeiros
tais como Spodoptera frugiperda (lagarta), Aedes
(mosguito), Drosophila melanogaster (mosca da fruta) e
Bombyx mori. Uma variedade de estirpes virais ©para
transfecdo estdo publicamente disponiveis, e.g., a variante
L-1 de Autographa californica NPV e a estirpe Bm-5 de
Bombyx mori NPV, e tais virus podem ser aqui utilizados
como o virus de acordo com a presente invencédo,
particularmente para transfecdo de células de Spodoptera
frugiperda. Além do mais, as culturas de células vegetais
de algoddo, milho, batata, soja, petunia, tomate e tabaco

podem ser também a utilizadas como hospedeiros.

As células de vertebrados e a propagacdo de
células de vertebrados, em cultura (cultura de tecido),
tornou-se um procedimento de rotina. Ver Tissue Culture,
Academic Press, Kruse and Patterson, eds. (1973). Os
exemplos de linhas de células hospedeira de mamifero tUteis
sdo de rim de macaco; linha de rim embriondrio humano;
células de rim de cria de hamster; células de ovario de
hamster Chinés/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77:4216 (1980)); células de Sertoli de murganho;
células de carcinoma cervical humano (HELA); células de rim
canino; células de pulmdo humano; células de figado humano;

tumor mamadrio de murganho; e células NSO.

As células hospedeiras sdo transformadas com oS

vetores descritos acima para a producdo de anticorpos e
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cultivadas em meio nutriente convencional modificado
consocante apropriado para induzir promotores, selecionar
transformantes ou amplificar os genes que codificam as

sequéncias desejadas.

As células hospedeiras utilizadas para produzir a
variante de anticorpo desta invencdo podem ser cultivadas
numa variedade de meios. Os meios comercialmente
disponiveis tais como F10 de Ham (Sigma), Meio Essencial
Minimo (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma) e Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma) s&do adequados para
cultivar células hospedeiras. Além disso, qualguer um dos
meios descritos em Ham et al., Meth. Enzymol. 58: 44
(1979), Barnes et al., Anal. Biochem. 102: 255 (1980), Pat.
Uu.s. N.° 4,767,704; 4,0657,866; 4,560,655; 5,122,469;
5,712,163; ou 6,048,728 podem ser utilizados como meios de
cultura para as células hospedeiras. Qualquer um destes
meios pode ser suplementado, consoante necessario, com
hormonas e/ou outros fatores de crescimento (tais como
insulina, transferrina ou o) fator de crescimento
epidérmico), sais (tais como cloretos de X, em que X &
sédio, célcio, magnésio; e fosfatos), tampdes (tais como
HEPES), nucledtidos (tais como adenosina e timidina),
antibidticos (tais como © farmaco  GENTAMICINA.TM.),
oligoelementos (definidos como compostos inorganicos
geralmente presentes em concentracdes finais na gama dos
micromolar), e glicose ou uma fonte de energia equivalente.
Podem ser também incluidos gquaisquer outros suplementos

necessarios a concentracdes apropriadas que seriam
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conhecidos dos especialistas na técnica. As condicgdes de
cultura, tais como temperatura, pH e semelhantes, sé&o
aquelas previamente wutilizadas com a célula hospedeira
selecionada para expressdo, e serdo evidentes para o

especialista com conhecimentos médios.

PURIFICAGAO DO ANTICORPO

Quando se utilizam técnicas recombinantes, a
variante de anticorpo pode ser produzida intracelularmente,
no espaco periplasmdtico, ou segregada diretamente para o
meio. Se a variante de anticorpo € produzida intrace-
lularmente, como um primeiro passo, os detritos em parti-
culas, quer sejam células hospedeiras ou fragmentos lisa-
dos, podem ser removidos, por exemplo, por centrifugacdo ou
ultrafiltracdo. Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167
(1992) descrevem um procedimento para isolar anticorpos que
sdo segregados para o espaco periplasmatico de E. coli.
Resumidamente, a pasta de células ¢é descongelada na
presenca de acetato de sdédio (pH 3,5), EDTA e fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) ao longo de cerca de 30 minutos.
Os detritos celulares podem ser removidos por
centrifugacdo. Nos casos em que a variante de anticorpo é
segregada para o meio, o0s sobrenadantes de tais sistemas de
expressdo sdo geralmente primeiro concentrados utilizando
um filtro de concentracdo de ©proteina comercialmente
disponivel, por exemplo, uma unidade de wultrafiltracéo
Amicon ou Millipore Pellicon. Pode ser incluido um inibidor

de protease tal como PMSF em qualquer um dos passos
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anteriores para inibir a protedlise e podem ser incluidos
antibidéticos para prevenir o crescimento de contaminantes

adventicios.

A composicdo de anticorpo preparada a partir das
células pode ser purificada wutilizando, por exemplo,
cromatografia de hidroxilapatite, eletroforese em gel,
didlise e cromatografia de afinidade, sendo a cromatografia
de afinidade a técnica de purificacdo preferida. A aptidéo
da proteina A como um ligando de afinidade depende da
espécie e isotipo de qualquer dominio Fc de imunoglobulina
que esteja presente na variante de anticorpo. A Proteina A
pode ser utilizada para purificar anticorpos que se baseiam
em cadeias pesadas de IgGl, IgG2 ou IgG4 humana (Lindmark
et al., J. Immunol Meth. 62: 1-13 (1983)). A proteina G é
recomendada para todos os isotipos de murganhos e para a
IgG3 humana (Guss et al., EMBO J. 5: 1567-1575 (1986)). A
matriz a qual o ligando de afinidade estd ligado é muito
frequentemente agarose, mas estdo disponiveis outras
matrizes. As matrizes mecanicamente estdveis tais como o
vidro de poro controlado ou poli(estirenodivinil)benzeno
permitem caudais mais répidos e tempos de processamento
mais curtos do que podem ser conseguidos com a agarose.
Quando a variante de anticorpo compreende um dominio CH3, a
resina ABXTM Bakerbond (J. T. Baker, Phillipsburg, N.J.) é
util para purificacdo. Outras técnicas para a purificacéo
de proteinas tais como fracionamento numa coluna de troca
idénica, precipitacdo com etanol, HPLC de fase inversa,

cromatografia sobre silica, cromatografia sobre heparina
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SEPHAROSE™, cromatografia sobre uma resina de troca
anidénica ou catidnica (tal como uma coluna de poli (&dcido
aspartico)), cromatofocagem, SDS-PAGE e precipitacdo com
sulfato de amdbdénio estdo também disponiveis dependendo da

variante de anticorpo a ser recuperada.

Apbds quaisquer passo(s) de purificacdo preli-
minar (es), a mistura que compreende a variante de anticorpo
de interesse e contaminantes pode ser submetida a
cromatografia de interacdo hidrdéfoba de pH baixo utilizando
um tampdo de eluicdo a um pH entre cerca de 2,5-4,5,
preferencialmente realizada a baixas concentracdes de sal

(e.g., sal desde cerca de 0-0,25M).

FORMULAGOES FARMACEUTICAS

As formulacdes terapéuticas do polipéptido ou
anticorpo podem ser preparadas para armazenagem COmMO
formulacdes liofilizadas ou solucdes aquosas, misturando o
polipéptido que tem o grau de pureza desejado com veiculos,
excipientes ou estabilizantes "farmaceuticamente aceitéa-
veis" opcionais, tipicamente utilizados na técnica (os
quais sdo todos denominados "excipientes"). Por exemplo,
agentes tampdo, estabilizantes, conservantes, agentes de
isotonicidade, detergentes ndo idnicos, antioxidantes e
outros aditivos de varios tipos. (ver Remington's Pharma-
ceutical Sciences, loth edition, A. Osol, Ed. (1980)). Tais
aditivos tém de ser ndo tdéxicos para o0s recetores nas

dosagens e concentracdes utilizadas.
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0Os agentes tampdo ajudam a manter o pH na gama
que se aproxima das condicdes fisioldgicas. Preferencial-
mente, estdo presentes a uma concentracido que val desde
cerca de 2 mM a cerca de 50 mM. Os agentes tampdo adequados
para utilizacdo com a presente invencdo incluem &cidos
orgénicos e inorgédnicos e o0s seus sais tais como tampdes de
citrato (e.g., mistura de <citrato monossddico-citrato
dissdédico, mistura de &cido <citrico-citrato trissddico,
mistura de &cido citrico-citrato monossddico, etc.), tam-
pdes de succinato (e.g., mistura de A&cido succinico-
succinato monossdédico, mistura de A&cido succinico-hidrédéxido
de sdédio, mistura de &cido succinico-succinato dissdédico,
etc.), tampdes de tartrato (e.qg., mistura de &cido
tartédrico-tartrato de s6édio, mistura de &cido tartérico-
tartrato de potéssio, mistura de &acido tartarico-hidréxido
de sbédio, etc.), tampdes de fumarato (e.g., mistura de
dcido fumdrico-fumarato monossdédico, etc.), tampdes de
fumarato (e.g., mistura de acido fumérico-fumarato
monossdédico, mistura de &cido fumérico-fumarato dissdédico,
mistura de fumarato monossédico-fumarato dissddico, etc.),
tamp&es de gluconato (e.g., mistura de &cido glucdnico-
gliconato de sdédio, mistura de &cido glucdbdnico-hidrdédéxido de
sédio, mistura de &cido glucdnico-gliconato de potéssio,
etc.), tampdo de oxalato (e.g., mistura de &cido oxalico-
oxalato de s6dio, mistura de &cido ox&lico-hidrdéxido de
sédio, mistura de &cido oxélico-oxalato de potéssio, etc.),
tampdes de lactato (e.g., mistura de &cido léactico-lactato

de sd6édio, mistura de &cido lactico-hidréxido de sdéddio,
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mistura de é&cido léctico-lactato de potéassio, etc.) e
tampdes de acetato (e.g., mistura de &4cido acético-acetato
de sd6édio, mistura de &cido acético-hidrdéxido de sdédio,
etc.). Adicionalmente, podem ser mencionados tampdes de
fosfato, tampdes de histidina e sais de trimetilamina tais

como Tris.

Podem ser adicionados conservantes para retardar
0 crescimento microbiano e podem ser adicionados em
quantidades que vado desde 0,2%-1% (p/v). Os conservantes
adequados para utilizacdo com a presente invencdo incluem
fenol, &lcool benzilico, metacresol, metilparabeno, propil-
parabeno, cloreto de octadecildimetilbenzilamédnio, haloge-
netos de benzalcdnio (e.g., cloreto, brometo, iodeto),
cloreto de hexametdnio, alquilparabenos tais como metil- ou
propilparabeno, catecol, resorcinol, ciclo-hexanol e 3-

pentanol.

Podem ser adicionados agentes de 1isotonicidade
por vezes conhecidos como "estabilizantes" para assegurar a
isotonicidade das composicdes liquidas da presente invencédo
e incluem acucar-&lcoois poli-hidricos, preferencialmente
aclcar-alcoois tri-hidricos ou superiores, tais como
glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol e

manitol.

Estabilizantes refere-se a uma categoria ampla de
excipientes que podem variar em funcdo desde um agente de

volume até um aditivo que solubiliza o agente terapéutico
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ou ajuda a prevenir a desnaturacdo ou a aderéncia a parede
do recipiente. Os estabilizantes tipicos podem ser acucar-
dlcoois poli-hidricos (enumerados acima); aminoacidos tais
como arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina,
histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina,
acido glutémico, treonina, etc., acucares organicos ou
acucar-alcoois, tais como lactose, trealose, estagquiose,
manitol, sorbitol, xilitol, ribitol, mioinositol,
galactitol, glicerol e semelhantes, incluindo <ciclitdis
tais como o inositol; polietileno glicol; polimeros de
aminoadcidos; agentes de reducdo contendo enxofre, tais como
ureia, glutationa, &cido tidctico, tioglicolato de sédio,
tioglicerol, .alfa.-monotioglicerol e tiossulfato de sédio;
polipéptidos de baixo peso molecular (i.e. <10 residuos);
proteinas tais como albumina de soro humano, albumina de
soro bovino, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidrd-
filos, tais como monossacédridos de polivinilpirrolidona,
tais como xilose, manose, frutose, glicose; dissacéaridos
tals como lactose, maltose, sacarose e trissacaridos tais
como rafinose; polissacédridos tais como dextrano. Os
estabilizantes podem estar presentes na gama desde 0,1 a

10 000 partes em peso por peso de proteina ativa.

Podem ser adicionados tensioativos ou detergentes
ndo idénicos (também conhecidos como "humectantes") para
ajudar a solubilizar o agente terapéutico bem como para
proteger a proteina terapéutica contra a agregacdo induzida
pela agitacdo, o que também permite que a formulacdo seja

exposta a tensdes de cisalhamento superficiais sem originar
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desnaturacdo da proteina. Os tensiocativos n&o idnicos
adequados incluem polissorbatos (20, 80, etc.),
polioxameros (184, 188 etc.), polidis Plurdnico.RTM.,
monoéteres de polioxietileno sorbitano (Tween.RTM.-20,
Tween.RTM.-80, etc.). Os tensioativos n&do idénicos podem
estar presentes numa gama de cerca de 0,05 mg/mL a cerca de
1,0 mg/mL, preferencialmente cerca de 0,07 mg/mlL a cerca de

0,2 mg/mL.

Os excipientes de outros tipos adicionais incluem
agentes de volume, (e.g. amido), agentes quelantes (e.qg.
EDTA), antioxidantes (e.g., &cido ascdérbico, metionina,
vitamina E), e co-solventes. A formulacdo aqui pode conter
também mais do que um composto ativo consoante necessario
para a indicacdo particular a ser tratada, preferencial-
mente aqueles com atividades complementares que ndo afetem
desfavoravelmente entre si. Por exemplo, pode ser desejavel
proporcionar adicionalmente um agente imunossupressor. Tais
moléculas estdo adequadamente presentes em associacdo em
quantidades que sdo eficazes para o fim pretendido. Os
ingredientes ativos podem ser também capturados em micro-
cépsula preparadas, por exemplo, por técnicas de coacer-
vacdo ou por polimerizacdo interfacial, por exemplo, micro-
cédpsulas de hidroximetilcelulose ou gelatina e micro-
cépsulas de poli-(metacrilato de metilo), respetivamente,
em sistemas de administracdo de farmacos coloidais (por
exemplo, lipossomas, microesferas de albumina, microemul-
sdes, nanoparticulas e nanocéapsulas) ou em macroemulsdes.
Tais técnicas sédo divulgadas em Remington's Pharmaceutical

Sciences, lo6th edition, A. Osal, Ed. (1980).
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As formulacdes para serem utilizadas ©para
administracdo in vivo tém de ser estéreis. Isto ¢é
facilmente conseguido, por exemplo, por filtracdo através
de membranas de filtracdo estéreis. Podem ser preparadas
preparacdes de libertacdo sustentada. Os exemplos adequados
de preparacdes de libertacdo sustentada incluem matrizes
semipermedveis de polimeros hidréfobos sédlidos gque contém a
variante de anticorpo, matrizes essas que estdo na forma de
artigos moldados, e.g., peliculas, ou microcéapsulas. Os
exemplos de matrizes de libertacdo sustentada incluem
poliésteres, hidrogeles (por exemplo, poli(metacrilato de
2-hidroxietilo), ou poli(dlcool wvinilico)), polilactideos
(Pat U.S. N.° 3,773,919), copolimeros de &cido L-glutémico
e L-glutamato de etilo, etileno-acetato de wvinilo néo
degradavel, copolimeros degradaveis de &acido lactico-acido
glicdédlico tais como o LUPRON DEPOT™ (microesferas
injetaveis constituidas por copolimero de &cido léctico-
acido glicdélico e acetato de leuprolida) e acido poli-D-
(-)-3-hidroxibutirico. Engquanto os polimeros tais como
etileno-acetato de wvinilo e &4cido lactico-é&cido glicédlico
permitem a libertacdo de moléculas durante mais de 100
dias, certos hidrogeles libertam as proteinas durante
intervalos de tempo mais curtos. Quando os anticorpos
encapsulados permanecem no corpo durante um tempo longo,
eles podem desnaturar ou agregar-se como consequéncia da
exposicdo & humidade a 37° C, resultando numa perda de
atividade biolégica e possiveis alteracodes na

imunogenicidade. Podem ser concebidas estratégias racionais
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para estabilizacdo dependendo do mecanismo envolvido. Por
exemplo, se se descobrir gque o mecanismo de agregacido é por
formacdo de uma ligacdo S-S intermolecular através da troca
de tiodissulfuretos, a estabilizacdo pode ser conseguida
modificando os residuos de sulfidrilo, 1liofilizando a
partir de solucdes &cidas, controlando o teor de humidade,
utilizando aditivos apropriados e desenvolvendo composicdes

de matrizes poliméricas especificas.

A quantidade de polipéptido, anticorpo ou seu
fragmento terapéutico que serd eficaz no tratamento de um
distlrbio ou condicdo particular dependerd da natureza do
distirbio ou condicdo, e pode ser determinada por técnicas
clinicas padrdo. Quando seja possivel, é desejavel que se
determine a curva dose-resposta e as composicdes
farmacéuticas da invencdo primeiro in vitro e, em seguida,
em sistemas modelo em animais Uteis antes de as testar em

humanos.

Preferencialmente, uma solucédo aquosa de
polipéptido, anticorpo ou seu fragmento terapéutico é
administrada por injecdo subcutédnea. Cada dose pode variar
desde cerca de 0,5 pg a cerca de 50 pg por gquilograma de
peso corporal, ou mais preferencialmente, desde cerca de

3 ng a cerca de 30 pg por quilograma de peso corporal.

O plano posoldgico para administracdo subcuténea
pode variar desde uma vez por més até diariamente

dependendo de um numero de fatores clinicos, incluindo o
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tipo de doenca, gravidade da doenca, e a sensibilidade do

individuo ao agente terapéutico.

UTILIZAGOES PARA A VARIANTE DE ANTICORPO

As variantes de anticorpo da invencdo podem ser
utilizadas como agentes de purificacdo por afinidade. Neste
processo, 0s anticorpos s&o imobilizados numa sélida fase
tal como resina de SEPHADEX™ ou papel de filtro, utilizando
métodos bem conhecidos na técnica. A variante de anticorpo
imobilizada é posta em contacto com uma amostra que contém
o alvo a ser purificado, e depois disso o suporte é lavado
com um solvente adequado que removerd substancialmente todo
o material na amostra exceto o alvo a ser purificado, o
qual fica 1ligado a variante de anticorpo imobilizada.
Finalmente, o suporte é lavado com outro solvente adequado,
tal como tampd&o de glicina, que libertard o alvo da

variante de anticorpo.

Os anticorpos variantes podem ser também Uteis em
ensaios de diagndéstico, e.g., para detetar a expressédo de
um alvo de interesse em células, tecidos ou soro especi-
ficos. Para aplicacdes em diagndéstico, a variante de
anticorpo serd tipicamente marcada com uma unidade
detetédvel. Estdo disponiveis muitos marcadores. As técnicas
para quantificar uma alteracdo na fluorescéncia sé&o
descritas acima. O substrato gquimioluminescente torna-se
eletronicamente excitado por uma reacdo guimica e pode

emitir, em seguida, luz que pode ser medida (utilizando,
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por exemplo, um quimiolumindémetro) ou doa energia a um
aceitador fluorescente. 0Os exemplos de marcadores enzimé-
ticos incluem luciferases (e.g., luciferase de pirilampo e
luciferase bacteriana; Pat. U.S. N.° 4,737,456), lucife-
rina, 2,3-di-hidroftalazinadionas, malato-desidrogenase,
urease, peroxidase tal como peroxidase de rédbano-silvestre
(HRPO), fosfatase alcalina, .beta.-galactosidase, glucoami-
lase, lisozima, sacédrido-oxidases (e.g., glicose-oxidase,
galactose-oxidase e glicose-6-fosfato-desidrogenase), oxi-
dases de heterociclicos (tais como wuricase e xantina-
oxidase), lactoperoxidase, microperoxidase e semelhantes.
As técnicas para conjugar enzimas a anticorpos sé&o
descritas em O'Sullivan et al., Methods for the Preparation
of Enzyme-Antibody Conjugates for Use in Enzyme
Immunoassay, in Methods in Enzym. (Ed. J. Langone & H. Van

Vunakis), Academic press, New York, 73:147-166 (1981).

Por vezes, o marcador é conjugado indiretamente
com a variante de anticorpo. O especialista estard ciente
das varias técnicas para conseguir isto. Por exemplo, a
variante de anticorpo pode ser conjugada com biotina e
qualquer uma das trés grandes categorias de marcadores
mencionadas acima pode ser conjugada com avidina, ou vice-
versa. A biotina liga-se seletivamente a avidina e, desse
modo, o marcador pode ser conjugado com a variante de
anticorpo desta maneira indireta. Alternativamente, para se
conseguir a conjugacdo indireta do marcador com a variante
de anticorpo, a variante de anticorpo é conjugada com um

hapteno pequeno (e.g. digloxina) e um dos diferentes tipos
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de marcadores mencionados acima ¢é conjugado com uma
variante de anticorpo anti-hapteno (e.g. anticorpo anti-
digloxina). Deste modo, pode conseguir-se a conjugacéo

indireta do marcador com a variante de anticorpo.

Noutra forma de realizacdo da invencéo, a
variante de anticorpo ndo tem de ser marcada € a presenca
da mesma pode ser detetada utilizando um anticorpo marcado,

o qual se liga a variante de anticorpo.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser
utilizados em qualquer método de ensaio conhecido, tais
como o0s ensaios de ligacdo competitiva, os ensaios tipo
sanduiche diretos e indiretos, e 0s ensaios de
imunoprecipitacdo. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of

Techniques, pag. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Os ensaios de ligacdo competitiva baseiam-se na
capacidade de um padrdo marcado para competir com a amostra
de ensaio para ligacdo a uma quantidade limitada de
variante de anticorpo. A quantidade de alvo na amostra de
ensaio € inversamente proporcional a guantidade de padréao
que se liga aos anticorpos. Para facilitar a determinacéo
da quantidade de padrdo que se liga, o0s anticorpos estéo
geralmente insolubilizados antes ou apds a competicdo. Como
consequéncia, o padrdo e a amostra de ensaio que estédo
ligados aos anticorpos podem ser convenientemente separados
do padrdo e da amostra de ensaio que permanecem nao

ligados.
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Os ensaios de tipo sanduiche envolvem a
utilizacdo de dois anticorpos, cada um capaz de se ligar a
uma porcdo imunogénica, ou epitopo, diferente ou a proteina
a ser detetada. Num ensaio de tipo sanduiche, a amostra de
ensaio a ser analisado é ligada por um primeiro anticorpo
que estd imobilizado num suporte sdélido e, depois disso, um
segundo anticorpo liga-se a amostra de ensaio, formando
assim um complexo de trés partes insoltvel. Ver e.g., Pat.
U.S. N.° 4,376,110. 0O segundo anticorpo pode estar ele
mesmo marcado com uma unidade detetdvel (ensaios de tipo
sanduiche diretos) ou pode ser medido wutilizando um
anticorpo anti-imunoglobulina gque estd marcado com uma
unidade detetidvel (ensaio de tipo sanduiche indireto). Por
exemplo, um tipo de ensaio de tipo sanduiche é um ensaio

ELISA, em cujo caso a unidade detetdvel é& uma enzima.

Para imuno-histoquimica, a amostra de tumor pode
ser fresca ou congelado ou pode ser embutida em parafina e

fixada com um conservante tal como, por exemplo, formalina.

Os anticorpos podem ser também utilizados para
ensaios de diagndéstico in vivo. Em geral, a variante de
anticorpo ¢ marcada com um radionucledétido (tal como
.sup.111 In, .sup.99 Tc, .sup.l1l4 C, .sup.131 I, .sup.3 H,
.sup.32 P ou .sup.35 S) para qgque o tumor possa ser
localizado wutilizando imunocintigrafia. Por exemplo, um
anticorpo anti-IgE de alta afinidade da presente invencéo
pode ser utilizado para detetar a quantidade de IgE

presente, e.g., nos pulmdes de um doente asmatico.
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O anticorpo da presente invencdo pode ser propor-
cionado num kit, i.e., combinacdo embalada de reagentes em

quantidades predeterminadas com instrucdes para realizar o

[ON

ensaio de diagnéstico. Quando a variante de anticorpo
marcada com uma enzima, o kit pode incluir substratos e
cofatores necessarios para a enzima (e.g., um precursor de
substrato que ©proporciona o crombébforo ou fluordforo
detetavel). Além disso, podem ser incluidos outros aditivos
tais como estabilizantes, tampdes (e.g., um tampdo de
blogueio ou tampdo de lise) e semelhantes. As quantidades
relativas dos vVvArios reagentes podem ser amplamente
modificadas para proporcionar concentracdes em solucdo dos
reagentes que otimizem substancialmente a sensibilidade do
ensaio. Em particular, os reagentes podem ser propor-
cionados como pds secos, geralmente liofilizados, incluindo
excipientes que, em dissolucdo, proporcionardo uma solucéo

reagente com a concentracdo apropriada.

UTILIZAGOES IN VIVO PARA O ANTICORPO

E considerado que os anticorpos da presente
invencdo podem ser utilizados para tratar um mamifero. Numa
forma de realizacdo, o anticorpo ¢é preparado para gser
administrado a um mamifero n&o humano, por exemplo, com a
finalidade de se obter dados pré-clinicos. Os mamiferos né&o
humanos ilustrativos a serem tratados incluem primatas néo
humanos, cédes, gatos, roedores e outros mamiferos nos quais

se realizam os estudos pré-clinicos. Tais mamiferos podem
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ser modelos animais estabelecidos para uma doenca a ger
tratada com o anticorpo ou podem ser utilizados para
estudar a toxicidade do anticorpo de interesse. Em cada uma
destas formas de realizacdo, pode realizar-se estudos de

aumento progressivo da dose no mamifero.

O anticorpo ou polipéptido ¢é administrado por
qualguer meio adequado, incluindo administracdo paren-
térica, subcuténea, intraperitoneal, intrapulmonar e
intranasal, e, se desejado para tratamento imunosSsupressor
local, administracdo intralesional. As infusdes paren-
téricas incluem a administracdo intramuscular, intravenosa,
intra-arterial, intraperitoneal ou subcuténea. Além disso,
a variante de anticorpo ¢ adeguadamente administrada
através de infusdo em impulsos, particularmente com doses
decrescentes da variante de anticorpo. Preferencialmente, a
dose ¢ administrada por injecdes, muito preferencialmente
injecdes intravenosas ou subcutineas, dependendo, em parte,

se a administracdo é breve ou crdnica.

Para a prevencdo ou tratamento de doenca, a
dosagem apropriada do anticorpo ou polipéptido dependeréd do
tipo de doenca a ser tratada, da gravidade e evolucdo da
doenca, gquer a variante de anticorpo seja administrada para
profildticos ou terapéuticos, de terapia anterior, dos
antecedentes clinicos do doente e da resposta a variante de
anticorpo, e o critério do médico assistente. Os anticorpos
anti-IgkE humana de muito alta afinidade ©podem ser
administrados de modo adequado ao doente de uma Unica vez

ou ao longo de uma série de tratamentos.
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Dependendo do tipo e gravidade da doenca, cerca
de 0,1 mg/kg a 150 mg/kg (e.g., 0,1-20 mg/kg) de anticorpo
¢ uma dosagem candidata inicial para administracdo ao doen-
te, quer seja, por exemplo, pPor uma ou mais administracbes
separadas ou por infusdo continua. Uma dosagem diaria
tipica pode variar desde cerca de 1 mg/kg a 100 mg/kg ou
mais, dependendo dos fatores mencionados acima. Para
administracdes repetidas ao longo de véarios dias ou mais,
dependendo da condicdo, o tratamento ¢é mantido até que
ocorra uma supressdo desejada dos sintomas de doenca. No
entanto, podem ser TUteis outros regimes posoldgicos. O
progresso desta terapia ¢ facilmente monitorizado por
técnicas e ensaios convencionais. Um regime posoldgico
ilustrativo para um anticorpo anti-LFA-1 ou anti-ICAM-1 é

divulgado na WO 94/04188.

A composicdo da variante de anticorpo seré
formulada, doseada e administrada de uma maneira coerente
com a boa pratica médica. Os fatores a considerar neste
contexto incluem o disturbio particular a ser tratado, o
mamifero particular a ser tratado, a condicdo clinica do
doente particular, a <causa do disturbio, o sitio de
administracdo do agente, o método de administracdo, o plano
de administracdo e outros fatores conhecidos ©para os
médicos. A "quantidade terapeuticamente eficaz" da variante

de anticorpo a ser administrada serd governada por tais
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consideracdes e ¢é a quantidade minima necessaria para
prevenir, melhorar ou tratar uma doenca ou disturbio. A
variante de anticorpo nédo precisa de estar, mas esté,
opcionalmente, formulada com um ou mais agentes atualmente
utilizados para prevenir ou tratar o distirbio em questéo.
A quantidade eficaz de esses outros agentes depende da
quantidade de anticorpo presente na formulacdo, do tipo de
distuirbio ou tratamento, e de outros fatores discutidos
acima. Estes sdo geralmente utilizados nas mesmas doses e
pelas vias de administracdo que as utilizadas acima ou

desde cerca de 1 a 99% das doses utilizadas até a data.

Os anticorpos da presente invencdo que reconhecem
a IgE como o seu alvo podem ser utilizados para tratar
"distlrbios mediados por IgE". Estes incluem doencas tais
como asma, rinite alérgica e conjuntivite (febre dos
fenos), eczema, urticaria, dermatite atdépica e alergias
alimentares. E também aqui divulgada a condicdo fisiolégica
grave de choque anafildtico provocada, e.g., por picadas de

abelha, mordeduras de cobra, alimentacdo ou medicacéao.

EXEMPLOS

Exemplo 1 Humanizagdo do MAb Murideo Anti-IgE

TES-C21

As sequéncias da regido varidvel da cadeia pesada

(Vy) e da regido variavel da cadeia leve (Vi) do mAb
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murideo TES-C21 foram comparadas com as sequéncias da linha
germinal de anticorpos humanos disponiveis nas bases de
dados publicas. Foram utilizados varios critérios ao
decidir sobre uma cadeia molde como se descreve no passo 1
acima, incluindo o comprimento global, posicdo semelhante
na CDR dentro da regido estrutural, homologia global,
tamanho da CDR, etc. Todos estes critérios tomados em
conjunto proporcionaram um resultado para escolher a cadeia
molde humana o6tima como se mostra no alinhamento de
sequéncias entre as sequéncias das cadeias pesada e leve do
MAb TES-C21 e as respetivas sequéncias molde humanas

representadas nas Figuras 3A e 3B.

Neste caso, utilizou-se mais do gue uma cadeia
molde estrutural humana para conceber este anticorpo. A
cadeia molde humana escolhida para a cadeia Vg foi uma
combinacdo de DP88 (residuos de aa 1-95) e JH4b (residuos
de aa 103-113) (ver Figura 3B). A cadeia molde humana
escolhida para a cadeia Vi foi uma combinacdo de L16 (VK
subgrupo III, residuos de aa 1-87) combinada com JK4
(residuos de aa 98-107) (ver Figura 3A). A homologia
estrutural entre a sequéncia muridea e a cadeia molde
humana foi de cerca de 70% para a Vi e cerca de 74% para a

V.

Uma vez escolhida a cadeia molde, construiu-se
uma biblioteca de Fab por sintese de ADN e PCR sobreposta,

como se descreveu acima e representa na Fig.2. A biblioteca
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era constituida pelas CDRs de TES-C21 sintetizadas com as
respetivas cadeias molde humanas escolhidas, DP88/JH4b e
L16/JK4. A complexidade da biblioteca foi de 4096 (= 212).
Os nucledtidos sobrepostos que codificam sequéncias
parciais de Vg e Vi foram sintetizados na gama de cerca de
63 a cerca de 76 nucledtidos com 18 a 21 sobreposicdes de

nucledtidos.

A amplificacdo por PCR do gene de V, e Vi foi
realizada utilizando um 1iniciador direto biotinilado
contendo a sequéncia especifica da regido estrutural FR1 e
uma sequéncia saliente emparelhada com a extremidade da
sequéncia lider (Genelll) e um iniciador inverso da regiéo
constante conservada (Cx ou CHl1) sob condicdes de PCR
padrdo. O produto de PCR foi purificado por eletroforese em
gel de agarose, ou por um kit de purificacdo por PCR
comercial para remover o0s 1iniciadores Dbiotinilados né&o

incorporados e a PCR né&o especifica.

A fosforilacdo 5' do produto de PCR foi realizada
utilizando 2 pg de produto de PCR, 1 uL de polinucledtido
cinase T4 (10 unidades/pL), 2 pL de 10x PNK tampdo, 1 pL de
ATP 10 mM num volume total de 20 pL ajustado com ddH»O.
Apds incubacdo a 37 °C durante 45 minutos, e desnaturacdo
térmica a 65 °C durante 10 min, o volume reacional foi

ajustado a 200 pL adicionando ddH>0 para o passo seguinte.

Os 100 pL de esférulas magnéticas revestidas com
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estreptavidina foram lavados duas vezes com 200 pL de
tampdo B&W a 2x e ressuspensos em 200 plL de tampdo B&W 2x.
O produto de PCR fosforilado foi misturado com esférulas e
incubado a temperatura ambiente (TA) durante 16 min com

agitacdo suave.

As esférulas foram sedimentadas e lavadas duas
vezes com 200 pL de tampdo B&W 2x. O ADNss (cadeia
negativa) né&do biotinilado foi eluido com 300 uL de NaOH
0,15 M recém-preparado a TA durante 10 min com agitacéo
suave. Uma segunda eluicdo com NaOH pode aumentar o
rendimento ligeiramente (opcional). O eluente foi centri-

fugado para remover quaisquer restos de esférulas.

O ADNss foi precipitado a partir do sobrenadante
adicionando 1 uL de glicogénio (10 mg/mL), 1/10 volume de
NaOAc 3M (pH 5,2) e 2,5 wvolumes de EtOH. O ADNss
precipitado foi em seguida lavado com EtOH a 70%, seguido
de liofilizacdo durante 3 min e dissolucdo em 20 pL de
ddH20. O ADNss foi quantificado por aplicacdo em pontos
numa placa de agarose com brometo de etidio (EtBr) com

padrdes de ADN, ou medindo a OD2zeo.

Exemplo 2 Clonagem de Vg e Vi no Vetor de

Expressdo de Fagos

As Vg e Vi foram clonadas num vetor de expressdo

para fagos através de mutagénese por hibridacdo. As cadeias
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molde uridiniladas foram preparadas infetando a estirpe de
E. coli CJ236 (dut- ung-) com o fago baseado em M13 (vetor

de expressdo para fagos TN0O0O3).

Os seguintes componentes [200 ng de vetor fégico

uridinilado (8,49 kb); 92 ng de cadeia H monocatenéria
fosforilada (489 bases); 100 ng de cadeia L monocatenaria
fosforilada (525 bases); 1 pL de tampdo de emparelhamento a
10X; ajustando o volume com ddH0O a 10 L] foram

emparelhados (a uma proporcdo molar de aproximadamente 8
vezes de insercdo para vetor) por PCR mantendo a
temperatura a 85 °C durante 5 min (desnaturacdo) e em
seguida aumentando até 55 °C ao longo de 1 hora. As

amostras foram geladas em gelo.

Ao produto emparelhado foram adicionados o©s
seguintes componentes: 1,4 plL de tampdo de sintese a 10 X;
0,5 pL de ADN-ligase de T4 (1 unidade/pL); 1 upL de ADN-
polimerase de T4 (1 unidade/pL) seguidos de incubacdo sobre
gelo durante 5 min e 37 °C durante 1,5 horas. O produto foi
em seguida precipitado com etanol, e dissolvido em 10 pL de

ddH2;0 ou TE.

O ADN foi digerido com 1 pL de Xbal (10
unidades/uL) durante 2 h e termicamente inativado a 65 °C
durante 20 min. O ADN digerido foi transfetado em 50 pL de
células DH10B eletrocompetentes através de eletroporacdo. O
fago resultante foi titulado por crescimento em hospedeiro
bacteriano XL-1 Blue a 37 °C de um dia para o outro. Os

clones foram sequenciados para confirmar a composicéo.
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Exemplo 3 Cultura em Pog¢os Profundos para Triagem

da Biblioteca

A. Biblioteca de Fagos em Placas

A biblioteca de fagos foi diluida em meio LB para
conseguir o numero de placas desejado por placa. 0s fagos
de titulo elevado foram misturados com 200 pL de cultura de
células XL-1B. Foram misturado 3 mL de &gar de cobertura
LB, vertidos sobre uma placa LB e deixados agitar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. A placa foi

incubada de um dia para o outro a 37 °C.

B. Eluigdo dos Fagos

Foram adicionados 100 upL de tampdo de eluicdo de
fagos (Tris-Cl1 10 mM, pH 7,5, EDTA 10 mM, NaCl 100 mM) a
cada poco de uma placa de 96 pocos de fundo em U estéril.
Uma Unica placa de fagos da placa da biblioteca de um dia
para o outro foi transferida através de uma ponta de pipeta
com filtro para um poco. A placa de eluicdo de fagos foi
incubada a 37 °C durante 1 hora. A placa pode ser

armazenada a 4 °C apds incubacéo.

C. Cultura para Placas de Pog¢os Profundos

As células B XL1 de uma cultura de 50 mL foram

adicionadas a meio 2xYT a uma diluicdo de 1:100. As células
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foram cultivadas a 37 °C num agitador até que a Asoo

estivesse entre 0,9 a 1,2.

D. Infeg¢do com o Fago em Placas de Pogos

Profundos

Quando as células atingiram a OD apropriada, foi
adicionada IPTG 1 M (1:2000) & <cultura de XL1B. A
concentracdo final de IPTG foi de 0,5 mM. Foram trans-
feridos 750 plL de cultura de células para cada poco de uma
placa de 96 pocos profundos (Fisher Scientific). Cada poco
foi inoculado com 25 uL de fago eluido. A placa de pocos
profundos foi colocada no agitador (250rpm) e incubada de

um dia para o outro a 37 °C.

E. Preparagdao do Sobrenadante para a Triagem

ELISA

Apbs incubacdo, as placas de pocos profundos
foram centrifugadas a 3 250 rpm durante 20 minutos
utilizando o rotor de placas Beckman JA-5.3. Foram

retirados 50 pL de sobrenadante de cada poco para ELISA.

F. Inoculag¢do de Culturas Liquidas de 15 mL de

Células XL-1

As XL-1s foram cultivadas a 37 °C no agitador
(250 rpm) em 2xYT contendo 10 pg/mL de tetraciclina até uma

Rsoo = 0,9 a 1,2. Foi adicionada IPTG a uma concentracéado
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final de 0,5 mM e foram transferidos 15 mL da cultura para
um  tubo cdénico de 50 mL para cada clone a @ser
caracterizado. As células foram inoculadas com 10 pL de
fago a partir da cultura-mde de alto titulo (titulo = ~10%1
pfu/mL) e incubadas durante 1 hora a 37 °C. As células
foram cultivadas de um dia para o outro a temperatura

ambiente com agitacé&o.

G. Isolamento de Fab Solavel a partir do

Periplasma

As células foram sedimentadas numa centrifugadora
IEC a 4 500 rpm durante 20 minutos. O meio de cultura foi
retirado, o sedimento foi ressuspenso em 650 pL de tampéo
de ressuspensdo (Tris 50 mM, pH 8,0 contendo EDTA 1 mM e
sacarose 500 mM), agitado em vértice e colocado sobre gelo
durante 1 hora com agitacdo suave. 0Os detritos celulares
foram removidos por centrifugacdo a 9 000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante contendo os Fabs soluveis

foi recolhido e armazenado a 4 °C.

Exemplo 4 Modificagdo da Regido Estrutural

Havia doze residuos oscilantes murideos/humanos
dentro da regido estrutural nas posicdes chave potenciais
descritas acima. A posicdo 73 na Vg foi mantida como
treonina residual muridea na biblioteca de humanizacéo
porque se determinou que esta posicdo afetava a ligacédo. No

entanto, observou-se que a treonina na Vi 73 é um residuo
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humano comum no subgrupo 1 e 2 da Vs da linha germinal

humana.

Os residuos estruturais gque diferem entre a
sequéncia TES-C21 e a cadeia molde humana foram
aleatoriamente substituidos como se descreve acima e em
seguida avaliados gquanto ao seu efeito potencial na ligacéo
ao alvo, e dobragem do anticorpo. Foram identificados os
residuos estruturais potenciais que podem ter afetado a
ligacdo. Neste caso, foram os residuos 12, 27, 43, 48, 67,
69 na Vg, e 1, 3, 4, 49, 60, 85 na V. (sistema de numeracéio
de Kabat) (ver Figura 4). Foi demonstrado mais tarde que
apenas as posicdes 27 e 69 afetavam significativamente a

ligacdo na regido Vi (numero de clone 1136-2C).

A triagem primadria utilizada foi um ELISA de
ponto Unico (SPE) utilizando meios de cultura (ver
descricédo abaixo). A triagem primdria selecionou clones que
se ligavam a molécula alvo do anticorpo. Os clones que
originaram um sinal igual ou melhor do gque a molécula
parental foram selecionados para a ronda de triagem

seguinte.

Na segunda ronda de triagem, os fagos individuais
foram cultivados numa cultura bacteriana de 15 mL e as
preparacdes periplasméaticas foram utilizadas para ensaios
de titulacdo SPE e ELISA. Os clones qgue retiveram maior
ligacdo neste ensaio foram adicionalmente caracterizados.

Uma vez processados todos os clones priméarios selecionados,
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10-15% dos melhores clones foram sequenciados e 0s clones
organizados de acordo com a sequéncia. Os representantes de
cada grupo de sequéncias foram comparados uns contra oS
outros e o0s melhores clones selecionados. As sequéncias
destes clones escolhidos foram combinadas e foram avaliados

os efeitos das varias combinacodes.

A Dbiblioteca construida foi submetida a uma
triagem por ELISA para pesquisa de ligacdo melhorada a IgE
humana recombinante, SE44. O0Os <clones com afinidade de
ligacdo superior ao Fab de TES-C21 murideo foram isolados e
sequenciados. Os clones com ID #4, 49, 72, 76 e 136 foram
adicionalmente caracterizados. As curvas de titulacdo ELISA
para os clones 4, 49, 72, 78 e 136 sdo mostradas na Figura
5A e 5B, que indicam que a sua afinidade é semelhante a do
parental, TES-C21. Estes clones competem com o TES-C21
murideo para ligacdo a IgE humana, o gque indica que o
epitopo de ligacdo n&do foi alterado durante o processo de
humanizacdo. Os Fabs humanizados ndo se ligaram a IgE
ligada ao FceRI, o que sugere que €& menos provavel qgque oS
anticorpos humanizados reajam de forma cruzada com O
recetor para originar a libertacdo de histamina guando

sejam construidos em IgG bivalente.

O clone 136 humanizado conserva 5 residuos
estruturais da cadeia pesada muridea (= 94,3 % homologia
com a regido estrutural Vs humana), com uma regiédo

estrutural da cadeia leve 100% humana selecionada por
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maturacdo da afinidade. Foi demonstrado gque o Fab

humanizado inibia a ligacdo da IgE ao FceRI (Figura 6).

Exemplo 5 Protocolo de ELISA de Ponto Unico para

Triagem de antI-IgE

As placas foram revestidas com anti-Fd humano de
ovelha a 2 ug/mL em tampdo de revestimento de carbonato de
um dia para o outro a 4 °C. A solucdo de revestimento foi
retirada e as placas foram blogqueadas com 200 uL/poco de
BSA a 3%/PBS durante 1 hora a 37 °C. Depois de lavar as
placas 4x com PBS/0,1% de TWEEN® (PBST), foram adicionados
50 ulL/poco de amostra de Fab (i.e., sobrenadante gque contém
fago de alto titulo e Fab segregado ou a preparacédo
periplasmética do bloqueio de DMB, ou a preparacdo de 15
mL) . As placas foram incubadas durante 1 hora a temperatura
ambiente, seguida de lavagem 4x com PBST. Foram em seguida
adicionados 50 uL/poco de SE44 biotinilado a 0,015 ug/mL
diluido em BSA a 0,5%/PBS e 0,05% de TWEEN®. As placas
foram em seguida incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente e lavadas 4X com PBST. Foram adicionados 50
ul/poco de Estreptavidina-HRP, diluicdo a 1:2000 em BSA a
0,5%/PBS e 0,05% de TWEEN® e as placas incubadas 1 hora a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas 6x com PBST.
Foram adicionados 50 uL/poco de substrato de TMB (sigma)
para revelacéo e parou-se, em seguida, adicionando

50 uL/poco de HyS0s4 0, 2M.
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Exemplo 6 Titulag¢do por ELISA: anti-IgE

As placas foram revestidas com 0,25 ug/mL de SE44
(para Fab purificado a 0,1 ug/mL) em tampdo de revestimento
de carbonato de um dia para o outro a 4 °C. A solucdo de
revestimento foi retirada e as placas foram bloqueadas com

200 uL/poco de BSA a 3 %/PBS durante 1 hora a 37 °C.

As placas foram lavadas 4x com PBS/0,1 % de
TWEEN® (PBST). Foram adicionados 50 uL/poco de Fab (a
partir da preparacdo periplasmdtica de 15 mL) comecando com
uma diluicdo de 1:2 e diluindo 3 vezes sucessivamente em
BSA a 0,5%/PBS e 0,05% de TWEEN®20. As placas foram

incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente.

As placas foram lavadas 4x com PBST e foram
adicionados 50 uL/poco de uma diluicdo a 1:1000 (0,8 ug/mL)
de Dbiotina-anti-Fd humano de ovelha em BSA a 0,5%/PBS e
0,05% de TWEEN® 20. As placas foram novamente incubadas

durante 2 horas a temperatura ambiente.

Apbs 4 lavagens com PBST, foram adicionados
50 uL/poco de Neutra-avidina-AP 1:2000(0,9 ug/mL) em BSA a
0,5%/PBS e 0,05% de TWEEN® 20 e as placas foram incubadas 1

hora a temperatura ambiente.

As placas foram lavadas 4x com PBST. E reveladas

adicionando 50 uL/poco de substrato pNPP. A revelacdo foi
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parada adicionando 50 ul/poc¢co de NaOH 3M. A absorvadncia de

cada poco foi lida a 405 nm ou 410 nm.

Exemplo 7 Protocolo para Purificagdo por

Afinidade de Fab Soluvel Expresso em fago M13

DIA 1

Duas <culturas de 500 mL (2xYT) que contém
tetraciclina a 10 mg/mL foram inoculadas com 5 mL de uma
cultura-mde de XLIB de um dia para o outro e cultivadas a
37 °C até A600 = 0,9 a 1,2. Foi adicionada IPTG a uma
concentracdo de 0,5 mM. A cultura de células foi em seguida
infetada com 200 pL de fago por cultura e incubada durante
1 hora a 37° C com agitacdo. Apds infecdo, as células foram

cultivadas a 25 °C de um dia para o outro com agitacdo.

DIA 2

As células foram sedimentadas a 3500 x g durante
30 minutos a 4 °C em tubos de centrifugadora de 250 mL. O
meio de cultura foi aspirado e o0s sedimentos foram
ressuspensos num total de 12-15 mL de tampdo de lise

(Tampdo A + cocktail de inibidores de proteases).

Tampdo A: (1 litro)

NaH2POs4 50 mM 6,9 g de NaH2PO4H,O (ou 6 g de NaHzPO4)
NaCl 300 mM 17,54 g de NaCl
imidazole 10 mM 0,68 g de imidazole (MM 68,08)

Ajustar o pH a 8,0 utilizando NaOH
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Tampdo de lise:
Misturar 25 mL de Tampdo A com um comprimido de Cocktail de

Inibidores de Proteases Completo (Roche, Basel, Suica).

As células ressuspensas foram transferidas para
um tubo cénico de 50 mL e sujeitas a lise com 100 uL de
lisozima a 100 mg/mL, invertendo o tubo varias vezes até a
que mistura se mova em unissono como uma massa (devido a
lise). As células foram submetidas a ultrassons sobre gelo
seguida da adicdo de 10 pL de DNase I (cerca de 1000
unidades) e balancada suavemente a 4 °C durante 30 minutos.
Os detritos foram sedimentados por centrifugacdo a 12000 x
g durante 30 minutos a 4 °C, utilizando tubos de centrifu-
gadora de 50 mL. Os sobrenadantes foram transferidos para

um novo tubo cénico e armazenados a 4 °C.

Foi utilizada agarose Ni-NT (Qiagen, Valencis,
CA) para purificar os Fabs sollveis de acordo com o
protocolo do fabricante. O lisado foi misturado com Ni-NTA
e carregado numa coluna. O caudal de escoamento foi
recolhido para anadlise por SDS-PAGE. A coluna foi lavada
com 20 mL de tampdo (NaH2POz 50 mM, NaCl 300 mM, imidazole
15 mM, ajustando o pH a 8,0 com NaOH), seguido de uma
lavagem de 20 mL com NaH;POs 50 mM, NaCl 300 mM, imidazole
20 mM. Os Fabs foram eluidos com 6 x 500 pL de tampdo de
eluicdo (NaH2POs4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazole 450 mM,

ajustando o pH a 8,0 com NaOH) e analisados por SDS-PAGE.
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As fracdes da coluna foram armazenadas a 4 °C. As fracdes
da coluna foram analisadas por SDS-PAGE e a fracdo com a
maior quantidade de Fab foi selecionada e submetida a

didlise em PBS a 4 °C.

Exemplo 8 Ensaio do Recetor Soluvel

Uma placa de ensaio de 96 pocos adequada para
ELISA foi revestida com 0,05 mL de tampdo de revestimento
com a cadeia alfa do recetor FeeRI a 0,5 ng/mL
(carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6) durante 12 horas a 4-
8 °C. Os pocos foram aspirados e foram adicionados 250 uL
de tampdo de bloqueio (PBS, BSA a 1%, pH 7,2) e incubados
durante 1 hora a 37 °C. Numa placa de ensaio separada, as
amostras e os MAbs TES-C21 de referéncia foram titulados
desde 200 a 0,001 pg/mL por diluicdes a 1:4 com tampdo de
ensaio (BSA a 0,5% e 0,05% de Tween 20, PBS, pH 7,2) e foi
adicionado um volume igual de IgE biotinilada a 100 ng/mL e
a placa incubada durante 2-3 horas a 25 °C. Os pocos
revestidos com Fc€ERI foram lavados trés vezes com PBS e
0,05% de TWEEN 20 e foram transferidos 50 pL dos pocos da
amostra e incubados com agitacdo durante 30 minutos a

25 °cC.

Foram incubados cinquenta pL/poco de
Estreptavidina-HRP a 1 mg/mL, diluida a 1:2000 em tampdo de
ensaio, durante 30 minutos com agitacdo e, em seguida, a

placa foi lavada como antes. Foram adicionados cinquenta
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nL/poco de substrato TMB e a cor foi revelada. A reacdo foi
parada adicionando um volume igual de HySO0s 0,2 M e a

absorvidncia medida a 450nm.

Exemplo 9 Ligagcdo dos Anticorpos aos Fc€ERI

carregados com IgE

A ligacdo do anticorpo a IgE humana associada a
subunidade alfa do Fc€RI foi determinada pré-incubando com
IgE humana a 10 pg/mL durante 30 min a 4 °C. As placas
foram lavadas trés vezes, seguida de uma incubacdo de uma
hora com diferentes concentracdes de mAbs murideos anti-IgE
humana E-10-10 ou a variante de Fab humanizada. A ligacéo
de Fabs foi detetada com um anticorpo anti-Fd humano
marcado biotina, seguido de SA-HRP. O ab E10-10 murideo foi
detetado por Ab de cabra anti-Fc de Ig muridea conjugado

com HRP

Exemplo 10 Caracterizag¢do de Clones

Cada candidato foi analisado quanto a afinidade
de ligacdo e os clones positivos foram sequenciados. AsS
variantes de anticorpo gque tém mutacdes benéficas nas
regides CDR que aumentam a afinidade de 1ligacdo foram
adicionalmente caracterizadas. Os ensaios incluiram a
andlise por Biacore; a inibicdo da ligacdo da IgE ao seu

recetor e a ligacdo cruzada da IgE ligada ao recetor.

Foi gerada wuma biblioteca de variantes. As
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sequéncias de aminoacidos para as varias CDRs dque
demonstraram afinidade melhorada sdo representadas na
Tabela 1. A Figura 7 apresenta candidatos de alta afinidade

que tém combinacdes de substituicdes.

TABELA 1.
CDRL1: CDRHI1:

P RASQSIGTNIH SEQ ID NO 5 P MYWLE SEQ ID NO 15
#1 RASRSIGTNIH SEQ ID NO 6 #1 WYWLE SEQ ID NO 16
#2 RASQRIGTNIH SEQ ID NO 7 #2 YYWLE SEQ ID NO 17
CDRL2: CDRH2:

P YASESIS SEQ ID NO 8 P EISPGTFTTNYNEKFKA SEQ ID NO 18

#1 YAYESIS SEQ ID NO 9 #1 EIEPGTFTTNYNEKFKA SEQ ID NO 19

#2 YASESIY SEQ ID NO 10 #2 EIDPGTFTTNYNEKFKA SEQ ID NO 20

#3 YASESDS SEQ ID NO 11 #3 BSPDTFTTNYNEKFKA SEQ ID NO 21

#4 YASESES SEQ ID NO 12 #4 EISPETFTTNYNEKFKA SEQ ID NO 22

CDRL3: #5 EISPGTFETNYNEKFKA SEQ ID NO 23

P QQSDSWPTT SEQ ID NO 13 #6 EIEPGTFETNYNEKFKA SEQ ID NO 24

#1 QQASWSWPTT SEQ ID NO 14 #7 EIDPGTFETNYNEKFKA SEQ ID NO 25
CDRH3:

P FSHESGSNYDYFDY SEQ ID NO 26

#1 FSHFSGMNYDYFDY SEQ ID NO 27

#2 FSHESGQONYDYFDY SEQ ID NO 28

#3 FSHFTGSNYDYFDY SEQ ID NO 29

P = Parental

Na Figura 9 sdo apresentadas dezanove variantes
da cadeia pesada e na Figura 8 sdo apresentadas 35
variantes da cadeia leve. Trés candidatos foram adicio-
nalmente caracterizados quanto a afinidade de ligacdo e

estes sdo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 Afinidade de ligacé&o

MAD Kd Aumento em Vezes da Afinidade de Ligagédo
TES-C21 614 + 200 pM
MAb 1 (CL-5A) 0,18 pM 3886
MAb 2 (CL-2C) | 1,47 £ 0,5 pM 417
MAb 3 (CL-5I) | 3,2 £ 2,2 pM 191

Exemplo 11 Expressdo e purificag¢do dos anticorpos

anti-IgE e conjugagdao com HRP

Foram gerados MAbs candidatos de alta afinidade.
Para a geracdo de MAbs anti-IgE intactos, as regides
variadveis das cadeias pesada e leve foram amplificadas por
PCR a partir das cadeias molde dos vetores féagicos e
subclonadas separadamente nos vetores de expressdo das
cadeias H e L, sob a expressdo de um promotor de CMV. Foram
construidos seis <clones de anticorpo completos e séo
representados na Figura 10 A-F. 0Os plasmideos apropriados
das cadeias pesada e leve foram cotransfetados na linha de
células de mieloma de murganho NSO utilizando eletroporacéo
por técnicas bem conhecidas na matéria. Ver, e.g., Liou et
al. J Immunol. 143(12):3967-75 (1989). 0Os anticorpos foram
purificados a partir dos sobrenadantes da linha de células
estdveis Unicas wutilizando sepharose-proteina A (Phar-
macia). A concentracdo do anticorpo foi determinada utili-

zando espetrofotometria a 280nm e ensaio FCA (IDEXX).

Os anticorpos purificados foram conjugados com
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peroxidase de rébano-silvestre (HRP) wutilizando o kit de
conjugacdo de peroxidase (Zymed Labs, San Francisco, CA) de
acordo com o protocolo do fabricante. O titulo de cada MAb
anti-IgE conjugado foi determinado utilizando ELISA com

placas revestidas com uma IgE humana monoclonal (SE44).

As seguintes culturas foram depositadas junto da
American Type Culture Collection, 10801 University

Boulevard, Manassas Va. 20110-2209 EUA (ATCC):

Hibridoma NO.ATCC Data do Depdsito

Anti-IgE CL-2C PTA-5678 3 de dezembro de 2003
Anti-IgE CL-5A PTA-5679 3 de dezembro de 2003
Anti-IgE CL-5I PTA-5680 3 de dezembro de 2003

Este depdsito foi feito sob as disposicdes do
Tratado de Budapeste sobre o Reconhecimento Internacional
do Depdsito de Microrganismos para o Propdsito de
Procedimento de Patente e Seus Regulamentos (Tratado de
Budapeste). Isto assegura a manutencdo de uma cultura
vidvel durante 30 anos a partir da data do depdsito. O
organismo serd disponibilizado pelo ATCC nos termos do
Tratado de Budapeste, que assegura a disponibilidade
permanente e sem restricdes da descendéncia da cultura ao

plblico apbds emissdo da patente pertinente.

O titular do presente pedido concordou que se a
cultura em depdbdésito morresse ou fosse perdida ou destruida

quando cultivada sob condicdes adequadas, seria prontamente
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substituida apdbds notificacdo por um espécime viadvel da
mesma cultura. A disponibilidade da estirpe depositada né&o
deve ser interpretada como uma licenca para pdr em pratica
a invencéo infringindo os direitos concedidos pela
autoridade de gqualquer governo de acordo com as suas leis

sobre patentes.

Os itens preferidos aqui divulgados s&o descritos

abaixo e sdo referidos como El1 a E55.

El. Uma regido varidvel da cadeia leve dque
compreende uma sequéncia de aminodcidos que tem a fdérmula:
FRL1-CDRL1-FRL2-CDRL2-FRL3-CDRL3-FRL4, em que FRL1 consiste
em qualgquer uma das SEQ ID NOs: 30-37; CDRL1 consiste em
qualgquer uma das SEQ ID NOs: 5-7; FRL2 consiste em qualquer
uma das SEQ ID NOs: 38-39; CDRL2 consiste em qualguer uma
das SEQ ID NOs: 8-12; FRL3 consiste em qualquer uma das SEQ
ID NOs: 40-43; CDRL3 consiste em qualgquer de SEQ ID NOs:

13-14: e FRL4 consiste na SEQ ID NO: 44.

E2. A regido variavel da cadeia leve de E1l, que
compreende qualquer uma das SEQ ID NOs: 57, 61, 63, 65, 67

e 09.

E3. A regido variavel da cadeia leve de E1l, que

compreende ainda uma regido constante.

E4. A regido variavel da cadeia leve de E3, em

que o dominio constante tem a SEQ ID NO: 58.
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E5. A regido variavel da cadeia leve de E2, que

compreende ainda uma regido constante.

E6. A regido varidvel da cadeia leve de EL, em

que a regido constante tem a SEQ ID NO: 58.

E7. A regido variadvel da cadeia leve de E1, que

compreende ainda um péptido sinal.

E8. A regido variédvel da cadeia leve de E7, em

que o péptido sinal tem a SEQ ID NO: 56.

E9. Uma regido variadvel da cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminodcidos que tem a fdérmula:
FRH1-CDRH1-FRH2-CDRH2-FRH3-CDRH3-FRH4, em que FRH1 consiste
em qualguer uma das SEQ ID NOs: 45-46; CDRH1 consiste em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 15-17; FRH2 consiste em
qualgquer uma das SEQ ID NOs: 47-50; CDRH2 consiste em
qualguer uma das SEQ ID NOs: 18-25; FRH3 consiste em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 51-54; CDRH3 consiste em
qualgquer de SEQ ID NOs: 26-29; e FRH4 consiste na SEQ ID

NO: b55.

E10. A regido varidvel da cadeia pesada de E9,

que compreende qualquer uma das SEQ ID NOs: 59, 62, 064, 6o,

68 e 70.

Ell. A regido variavel da cadeia pesada de E7,
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que compreende ainda pelo menos o dominio CH1 de uma regido

constante.

El2. A regido varidvel da cadeia pesada de E11,
que compreende os dominios CH1l, CH2 e CH3 de uma regido

constante.

E13. A regido varidvel da cadeia pesada de E11,

em que a regido constante é de um anticorpo de IgG.

El4. A regido variavel da cadeia pesada de E13,
em que o anticorpo de IgG é um anticorpo de IgGl, um
anticorpo de IgG2, um anticorpo de IgG3 ou um anticorpo de

IgG4.

E15. A regido variavel da cadeia pesada de E13,

em que o dominio constante tem a SEQ ID NO: 60.

El6. A regido variavel da cadeia pesada de EI10,

que compreende ainda uma regido constante.

E17. A regido varidvel da cadeia pesada de Elo,

em que o dominio constante tem a SEQ ID NO: 60.

E18. A regido varidvel da cadeia pesada de E9,

que compreende ainda um péptido sinal.

E19. A regido variavel da cadeia pesada de E19,

em que o péptido sinal tem a SEQ ID NO: 56.
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E20. Um anticorpo ou fragmento de anticorpo, dque
compreende a regido varidvel da cadeia leve de El, em que o

anticorpo liga-se especificamente a IgE.

E21. Um anticorpo ou fragmento de anticorpo, que
compreende a regido varidvel da cadeia pesada de E9, em que

o anticorpo liga-se especificamente a IgE.

E22. O anticorpo de E20, gque compreende uma

regido da cadeia pesada de E9.

E23. O anticorpo de E22, gque compreende uma
regido variadvel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO: 57 e uma regiédo
variavel da cadeia pesada possuindo a sequéncia de

aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO: 59.

E24. O anticorpo de E23, que compreende ainda uma
regido constante da cadeia leve e uma regido constante da

cadeia pesada.

E25. O anticorpo de E24, em que a regiédo
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.

E26. O anticorpo de E22, gque compreende uma
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regido variadvel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO: 61 e uma regido
variavel da cadeia pesada possuindo a sequéncia de

aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO: 62.

E 27. O anticorpo de E26, que compreende ainda
uma regido constante da cadeia leve e uma regido constante

da cadeia pesada.

E28. O anticorpo de E27, em que a regiédo
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.

E29. 0O anticorpo de E26, o qual é produzido por

uma célula possuindo o numero de Depdbdsito ATCC PTA-5678.

E30. O anticorpo de E22, gque compreende uma
regido variadvel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminoadcidos estabelecida na SEQ ID NO: 63 e uma regiédo
varidvel da cadeia ©pesada possuindo a sequéncia de

aminocacidos estabelecida na SEQ ID NO: o4.
E31. O anticorpo de E30, que compreende ainda uma
regido constante da cadeia leve e uma regido constante da

cadeia pesada.

E32. O anticorpo de E31, em que a regido
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constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.

E33. O anticorpo de E30, o qual é produzido por

uma célula possuindo o numero de Depdbdsito ATCC PTA-5680.

E34. O anticorpo de E22, gque compreende uma
regido variadvel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminoadcidos estabelecida na SEQ ID NO: 65 e uma regiéo
varidvel da cadeia pesada possuindo a sequéncia de

aminoadcidos estabelecida na SEQ ID NO: 66.

E35. O anticorpo de E34, que compreende ainda uma
regido constante da cadeia leve e uma regido constante da

cadeia pesada.

E36. O anticorpo de E35, em que a regido
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminodcidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.

E37. O anticorpo de E34, o qual é produzido por

uma célula possuindo o numero de Depdsito ATCC PTA-5679.

E38. O anticorpo de E22, gue compreende uma

regido variavel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
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aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO: 67 e uma regiédo
varidvel da cadeia ©pesada possuindo a sequéncia de

aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO: 68.

E39. O anticorpo de E38, que compreende ainda uma
regido constante da cadeia leve e uma regido constante da

cadeia pesada.

E40. O anticorpo de E39, em que a regido
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.

E41. O anticorpo de E22, gue compreende uma
regido variavel da cadeia leve possuindo a sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO: 69 e uma regiédo
varidvel da cadeia ©pesada possuindo a sequéncia de

aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO: 70.

E42. O anticorpo de E41, que compreende ainda uma
regido constante da cadeia leve e uma regido constante da

cadeia pesada.

E43. O anticorpo de E42, em que a regido
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 58 e a regido constante da
cadeia pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida

na SEQ ID NO: 60.
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E44. Uma composicdo que compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo de E20 ou 21 e um

veiculo farmaceuticamente aceitével.

E45. 0O anticorpo de E20 ou 21 adicionalmente

ligado a um marcador.

E46. Um kit de diagndéstico qgque compreende um

anticorpo de E20 ou 21.

E47. Um vetor que compreende um &cido nucleico

que codifica o anticorpo de E22.

E48. Uma célula, que compreende o vetor de E47.

E49. A célula de E48, em que a célula é o numero

de Depdbsito ATCC PTA-5678, PTA-5679 ou PTA-5680.

E50. Um método de producdo de um anticorpo, gque
compreende cultivar a célula de E48 sob condigdes
apropriadas para a producdo de um anticorpo e isolar o

anticorpo produzido.

E51. Um método para medir o nivel de IgE num
individuo, que compreende pdr em contacto uma amostra do
individuo, amostra essa que compreende moléculas de IgE,
com um anticorpo de E22; e determinar o nivel de retencéo
do anticorpo pela amostra relativamente a uma amostra de
controlo de um individuo de controlo, em gque um nivel mais

alto ou mais baixo de retencdo do anticorpo pela amostra do
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individuo relativamente a amostra de controlo indica que o
individuo tem um nivel mais alto ou mais baixo de moléculas

de IgE relativamente aquele no individuo de controlo.

E52. Um método para diagnosticar um disturbio
associado a um nivel anormal de IgE num individuo, que
compreende pdr em contacto wuma amostra do individuo,
amostra essa que compreende moléculas de IgE, com um
anticorpo de E22; e determinar o nivel de retencdo do
anticorpo pela amostra relativamente a uma amostra de
controlo de um individuo de controlo, em gque um nivel mais
alto ou mais baixo de retencdo do anticorpo pela amostra do
individuo relativamente a amostra de controlo indica que o
individuo tem um disturbio associado a um nivel anormal de

IgE.

E53. O método de E52, em que o disturbio
associado a um nivel anormal de IgE ¢é asma, rinite

alérgica, eczema, urticdria ou dermatite atdpica.

E54. Um método de tratamento de wum disturbio
associado a um nivel anormalmente alto de IgE num indi-
viduo, que compreende administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo de E22,

de tal forma que o disturbio é tratado no individuo.

E55. O método de EL4, em que o disturbio é asma,
rinite alérgica, eczema, urticdria, dermatite atdpica ou

uma alergia alimentar.
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<213>

<220>
<221>
<223>
JK4

<400>

Homo sapiens

caracteristica mista
cadeia molde da sequéncia consenso da cadeia leve humana L16/-

2

Slu Ile Val Met The Sln Ssx Fro Ala Thr lLew Ser Val Bex ym iy
e

L3 ig §

Glu Arg Ala $he Leuw Rez Cys Arg Ala Ser Cin Ser Val Ser Ser Asn

20 25 30

Teu Als Top Tyr Gls Gin Lys Bxe Sly Sle Als Pro Arg Leu lew Ile

e ‘ £ 45

oSy B S ThetRing Ads The QLY e B Bla by Bhe Sed Gly
T ose = ey HE X ¥

Ser Sly Ssr Sily Thr Glu Phe The Leuw Thr Iie Sar Sex Les Gln Ser

&5

0 - 80

Glu Asp Fhe Als Val Tyr Tyxr Cys Gln Gle Tyr Asn Asn Trp Poo Lew

14 88 ' ' 3B

The Phe Sly Gly Gly The Lys Val Gle Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

159 &

3

123

PRT

Mus musculus

caracteristica mista
Cadeia Pesada de TES-C21

3

Bla Val Sla Les Gls Glo Sec Qly &la Slu Leu Met Lys Pro Giy Blis
1 & i

Ser val P L na Sexr Cys &yn The X‘h: m.y Bye The E‘Lm sﬂsr nat *I“gr.
*u 3

Trp e Glu Tep Val Lye Gln Asg Peo Oly #i8 Slv Leu Glu Tep val
Gt e ; v ¥ e ¥ Va

Gy ién Ile Ser Pro Gly Thr Phe The Thr Asn Tyr Resn Glu Lys Phe
3.3 &8

Lys Als Lys Als Thr Pha The Sla Asp The Ser Ser Ass The Alae Tyr
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65 70 75 80

Leu Gln Leu Ser Gly Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Phe Ser His Phe Ser Gly Ser Asn Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr
100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Ser Leu Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 4

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica mista

<223> DP88/JH4b cadeia molde da sequéncia consenso da cadeia pesada
humana

<400> 4
Gin. wsl Bin Teu Val Gln Saw Gly Als Glu Val iLys Lys Feo Uly Ser
i 5 kS A5

CRer Vel L&ﬁ Val Ser s xyn Bls $ﬁr Sly @Ly Thr Phe Sar Sax T
28 30

35 ,ﬁ ES

Siy Sly s Tis Pea Tie Bhe &iy The Als Ren Tye Als Giﬂ iys Fha
58 55 &%

Biagiy By way w&m Tie Thr &la M;‘J Ieya Gur The 5m: mr iz Ty
% T T )

Mot Slu Tew Ser Ser tew Arg Ser Glu ﬁsg The s Val Lyr wyt cys.

85
AR CRrg Tee The Rep ?yr e Val Gln Cly The Ser Taw The Wal Skw
e 185 e )
For
<210> 5
<211> 11
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SEQUENCIA DE CDRL1 DE TES-C21 (TABELA 1)

<400> 5
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Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Thr Asn Ile His
1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SEQUENCIA #1 DA VARIANTE DE CDRL1 (TABELA 1)

<400> 6
Arg Ala Ser Rrg Ser Ile Gly Thr Asn Ile His
i &8 10
<210> 7

<211> 11

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SEQUENCIA #2 DA VARIANTE DE CDRL1 (TABELA 1)

<400> 7
Arg Ala Ser Gln Arg Ile Gly Thr Asn Ile His
1 5 10

<210> 8

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> SEQUENCIA DE CDRL2 DE TES-C21 (TABELA 1)

<400> 8
Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Ser
1 S

<210> 9

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #1 DA CDRL2 (TABELA 1)

<400> 9
Tyr Ala Tyr Glu Ser Ile Ser
1 5

<210> 10

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #2 DA CDRL2 (TABELA 1)
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<400> 10
Tyr Ala Ser Glu Ser Ile Tyr
1 5

<210> 11

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #3 DA CDRL2 (TABELA 1)

<400> 11
Tyr Ala Ser Glu Ser Asp Ser
1 5

<210> 12

<211> 7

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #4 DA CDRL2 (TABELA 1)

<400> 12
Tye Ala Sar Glu Ser Glu Ser
1 8

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDRL3 DE TES-C21 (TABELA 1)

<400> 13
in Gla Seg Aal Sew Tip Pro Thy The
SRR g el O

t

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE DE CDRL3 (TABELA)

<400> 14
Gln Gln Ser Trp Ser Trp Pro Thr Thr
1 5

<210> 15

<211> 5

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDRH1 DE TES-C21
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<400> 15
Met Tyr Trp Leu Glu
1 5

<210> 16

<211> 5

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #1 DA CDRH1 (TABELA 1)

<400> 16
Trp Tyr Trp Leu Glu
1 5

<210> 17

<211> 5

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDRH1 #2 (TABELA 1)

<400> 17

Tyr Tyr Trp Leu Glu
1 5
<210> 18

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDRH2 DE TES-C21 (TABELA 1)

<400> 18
Glu Ile Ser Pro Gly Thr Phe Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe lys
1 5 10 15

Ala

<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #1 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 19

Glu Ile Glu Pro Gly Thr Phe Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 S 10 15

Ala

<210> 20
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<211> 17
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #2 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 20
Glu Ile Asp Pro Gly Thr Phe Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 21
<211> 17
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #3 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 21
Sle ¥le Sar Pro Rep Thr Fhe The The Rsn Tyr Ass Glu lLys Phe Jye
o " g R R 10 : R e

Al

<210> 22

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #4 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 22
Glu Ile Ser Pro Glu Thr Phe Thr Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 23

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #5 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 23

Hlu Tle Ser Bre §ly The Phe §lu The s Tye Aso. Glu Lys Bhe Las
1 ‘ & i B -

Ala
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<210> 24

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #6 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 24
Glu Ile Glu Pro Gly Thr Phé Glu Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 25

<211> 17

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #7 DA CDRH2 (TABELA 1)

<400> 25
Glu Ile Asp Pro Gly Thr Phe Glu Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
1 5 10 15

Ala

<210> 26

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> CDRH3 DE TES-C21 (TABELA 1)

<400> 26
Phe Ser His Phe Ser Gly Ser Asn Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #1 DA CDRH3 (TABELA 1)

<400> 27
Phe Ser His Phe Ser Gly Met Asn Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL
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<220>
<223> VARIANTE #2 DA CDRH3 (TABELA 1)

<400> 28
Phe Ser His Fhe Sex Gly Gln Asn Tyx #gp Ty Phe Asp Tye
i o0 o

<210> 29

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE #3 DA CDRH3 (TABELA 1)

<400> 29
Phe Ser His Phe Thr Gly Ser Asn Tyr Asp Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 30

<211> 23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRL1

<400> 30
Glu Ile val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 31

<211> 23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 1 DA FRLI

<400> 31

Asp Tle Lew Met The Gla Ser Fro Ala ¥z Lal Ser Val Sse Pre Sy
| & ig 18

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
* .

<210> 32

<211> 23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
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<223> VARIANTE 2 DA FRLI

<400> 32
Asp Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 33
<211> 23
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 4 DA FRL1

<400> 33
Asp Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu.Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 34

<211> 23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 13 DA FRL1

<400> 34
Glu Ile Val Leu Thr Gln Sexr Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 S 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 35
<211> 23
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 18 DA FRLL

<400> 35
Glu Ile Leu leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 36
<211> 23
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL
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<220>
<223> VARIANTE 25 DA FRL1

<400> 36
Aep Tlao Vel Meb TEr Sln Ser Feo Sla The Deu Sur Vel Ser Pro iy
oy cdibatips it bl e 15

Giw Arg Ala Thr Lew Ser Cys
a0 :

<210> 37

<211> 23

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 27 DA FRL1

<400> 37
Glu Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

<210> 38

<211> 15

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRL2

<400> 38
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg lLeu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 1 DA FRL2

<400> 39
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Lys
1 5 10 15

<210> 40

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRL3

<400> 40
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‘Gly tla Pro sis Any Pha Sar Sly see sly Sar Gly The ﬁiu‘Phe The
- 3 13

e The Tle Ber Ser Teu Gl Ser Glu Asp Phe Als ¥ad Wyr Tyr Oys
fede 28

<210> 41

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 1 DA FRL3

<400> 41

Gy Ils Pro Ser Avg Fhe Ser Bly Sér 8ly Ser My The Sle Fhe Th
1 ) 10 AS

Teu Thi Ile Ser Ser Leau Sls Ssr Glu Asp Phe Ala wal Tye Tye Ey&
28 25 30

<210> 42

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 13 DA FRL3

<400> 42
Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
5 15

lLeu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 18 DA FRL3

<400> 43
Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser lLeu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 44

<211> 10

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL
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<220>
<223> VARIANTE DA FRL4

<400> 44
Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
1 5 10
<210> 45
<211> 30
<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRHI1

<400> 45
Gin Val Sin Leuw Val Gin Ser Gly Ada Glu Val Met Lys Pro Gy Ser
3 L S 10 ' 15

‘Ser Val Lys VAl Sex Cpe Lys Ala Sex Gly Tyr The Ehe Sex
) 25 ’ 3

<210> 46
<211> 30
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 2 DA FRH1

<400> 4o
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 S 10 15

Sexr Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 47

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRH2

<400> 47
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 48
<211> 14
<212> PRT
<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 2 DA FRH2
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<400> 48

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 49

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 8 DA FRH2

<400> 49

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly leu Glu Trp Val Gly
1 5 10

<210> 50

<211> 14

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 21 DA FRH2

<400> 50

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly His Gly leu Glu Trp Val Gly
1 5 10

<210> 51

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 136 DA FRH3

<400> 51
Arg Val Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyxr Met Glu
1 5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Axg
20 25 30

<210> 52

<211> 32

<212> PRT

<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> VARIANTE 1 DA FRH3

<400> 52
2eg Rld The ¥he Thr Ale Rep The for Thy Ser Thie Als Tyx Mel Sid
o i “e haihe Booliud i i P

Tas Ser Ser Leu Asy Ses Slu Asp The 8la val Ty Tyr Oys Alas Asng
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<212> PRT
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<400> 54
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1 S 10 15
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<220>
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<223> REGIAO VARIAVEL DA CADEIA LEVE DO CLONE 136

<400> 57
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1 5
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<212> PRT
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<220>
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Gly Gln Rla
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<223> REGIAO CONSTANTE DA CADEIA LEVE DO CLONE 136
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<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> REGIAO VARIAVEL DA CADEIA PESADA DO CLONE 136

<400> 59
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1 5 10 15
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35 40 45
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65 70 75 80
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100 105 110

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
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<213> ARTIFICIAL

<220>
<223> REGIAQO CONSTANTE DA IgGl HUMANA

<400> 60
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<400> 62
Qia Vsl Glo lew Vsl Glan Ser Gly Als Old Vsl Beb Lye Pre Siy Sax
1 s PP Ry

Ber ¥al lys Val Sar Cys Taw Als Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Tep Tye
29 25 3¢
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo isolado ou um fragmento de ligacéo
ao antigénio do mesmo que compreende uma regido variavel da
cadeia leve qgue compreende CDRL1, CDRL2 e CDRL3, e uma
regido varidvel da cadeia pesada que compreende CDRHI,
CDRH2 e CDRH3, em que CDRL1 consiste na SEQ ID NO:5, CDRL2
consiste na SEQ ID NO:8, CDRL3 consiste na sequéncia de
aminodcidos QQSWSWPTT, CDRH1 consiste na SEQ ID NO:leo,
CDRH2 consiste na SEQ ID NO:20 e CDRH3 consiste na SEQ ID
NO:26, em gque o anticorpo ou fragmento de 1ligacdo ao

antigénio do mesmo liga-se especificamente a IgE.

2. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo da reivindicacdo 1, que compreende uma
regido varidvel da cadeia leve que tem a sequéncia de
aminodcidos estabelecida na SEQ ID NO:61 ou uma regido
varidavel da —cadeia ©pesada que tem a sequéncia de
aminoadcidos estabelecida na SEQ ID NO:62, em que O

anticorpo liga-se especificamente a IgE.

3. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo da reivindicacdo 2, em gque o anticorpo ou
fragmento de 1ligacdo ao antigénio compreende uma regido
varidvel da cadeia leve que tem a sequéncia de aminoécidos
estabelecida na SEQ ID NO:61 e uma regido variavel da
cadeia pesada que tem a sequéncia de aminoacidos

estabelecida na SEQ ID NO:62.
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4, Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo da reivindicacdo 1, 2 ou 3, em que o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio compreende
ainda uma regido constante da cadeia leve e uma regido

constante da cadeia pesada.

5. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo da reivindicacdo 4, em gque a regiédo
constante da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO:58 e a regido constante da cadeia
pesada tem a sequéncia de aminodcidos estabelecida na SEQ

ID NO:60.

6. Composicdo que compreende uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo ou fragmento de liga-
cdo ao antigénio do mesmo de qualquer uma das reivin-

dicacdes 1 a 5 e um veiculo farmaceuticamente aceitével.

7. Anticorpo ou fragmento de ligacéo ao
antigénio do mesmo de qualguer uma das reivindicacdes 1 a

5, adicionalmente ligado a um marcador.

8. Kit de diagnéstico que compreende o anti-
corpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio do mesmo de

qualquer uma das reivindicac®es 1 a 5 ou 7.

9. Acido nucleico que codifica o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigénio do mesmo de qualguer uma

das reivindicacdes 1 a 5.



PE2000481 -3 -

10. Vetor que compreende o &cido nucleico da

reivindicacdo 9.

11. Célula hospedeira isolada que compreende o

vetor da reivindicacédo 10.

12. Célula hospedeira isolada da reivindicacéo

11, em gque a célula é o numero de Depdsito ATCC PTA-5678.

13. Método de producdo de um anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigénio do mesmo, que compreende
cultivar a célula da reivindicacdo 11 ou 12 sob condicdes
apropriadas para a producdo de um anticorpo, e isolar o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio do mesmo

produzido.

14. Método para medir o nivel de IgE num
individuo, que compreende pdr em contacto uma amostra do
individuo, amostra essa que compreende moléculas de IgEk,
com o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio do
mesmo de gualgquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 7, e
determinar o nivel de retencdo do anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio do mesmo pela amostra relativamente a
uma amostra de controlo de um individuo de controlo, em que
um nivel mais alto ou mais baixo de retencdo do anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigénio do mesmo pela amostra
do individuo relativamente a amostra de controlo indica que

o0 individuo tem um nivel mais alto ou mailis baixo de
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moléculas de IgE relativamente aquele no individuo de

controlo.

15. Método para diagnosticar um disttrbio asso-
ciado a um nivel anormal de IgE num individuo, que
compreende pdr em contacto uma amostra do individuo,
amostra essa que compreende moléculas de IgE, com o anti-
corpo ou fragmento de ligagdo ao antigénio do mesmo de
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5 ou 7 e determinar o
nivel de retencdo do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigénio do mesmo pela amostra relativamente a uma amostra
de controlo de um individuo de controlo, em que um nivel
mais alto ou mais baixo de retencdo do anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigénio do mesmo pela amostra do
individuo relativamente a amostra de controlo indica que o
individuo tem um distdrbio associado a um nivel anormal de

IgE.

16. Método da reivindicacéo 15, em que O
distlrbio associado a um nivel anormal de IgE é asma,

rinite alérgica, eczema, urticaria ou dermatite atdpica.

17. ©Utilizacdo do anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio do mesmo de qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 5 para o fabrico de um medicamento para tratar
um disturbio associado a um nivel anormalmente alto de IgE

num individuo.

18. Utilizacdo da reivindicacdo 17, em qgue o
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distlrbio é asma, rinite alérgica, eczema, urticéaria, der-

matite atdpica ou uma alergia alimentar.

19. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo como definido em qualquer uma das reivin-
dicactes 1 a 5 para utilizacdo num método de tratamento de
um disturbio associado a um nivel anormalmente alto de IgE

num individuo.

20. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
génio do mesmo para utilizacdo da reivindicacdo 19, em que
o disttrbio é asma, rinite alérgica, eczema, urticéaria,

dermatite atdépica ou uma alergia alimentar.

Lisboa, 9 de junho de 2016
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Figara § CURVA DE TITULACAO POR ELISA
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FIGURA 8B
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FIGURA 9A
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Figura 104 Sequéncia polipeptidica de Mab 136
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Figuras 108 Sequéncia Polipeptidica de Mab CL-2C
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quancia Polipeptidica de MAb CL-51
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Figura 10D Sequincia Polipeptidica de MAb CL-5A.
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Figura 108 Sequéneia Palipeptidics de MAb CL2B
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Figura 10F Sequencia Polipeptidica de MAD CL-1136-3C
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente ¢é apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissbées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigdo

Literatura que ndo é de patentes citada na Descrigéo
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