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DESCRI1IZIONE

Campo dell'invenzione

La presente invenzione riguarda la diagnosi ed il trattamento
della fibrosi.
Sfondo dell'invenzione

La fibrosi & un processo essenziale che & una parte critica del
risanamento della cicatrizzazione delle ferite. Fibrosi eccessiva e
comune in molte condizioni di malattia rare e comuni ed ¢ importante
nella patogenesi della malattia. Le malattie caratterizzate da
eccessiva fibrosi comprendono, senza limitazione: sclerosi sistemica,
scleroderma, cardiomiopatia ipertrofica, cardiomiopatia dilatata
(bcM), fibrillazione atriale, fibrillazione ventricolare, miocardite,
cirrosi epatica,:malattie renali, malattie degli occhi, asma, fibrosi
cistica, artrite e fibrosi polmonare idiopatica. Nonostante il grosso
impatto sulla salute degli esseri umani, approcci terapeutici e
diagnostici alla fibrosi sono ancora una necessitd medica non
soddisfatta.

11 reale ruoleo fisiologico dell'interleuchina 11 (IL-11) rimane
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non chiaro. TIL-11 & stata fortemente collegate con l1'attivazione
delle cellule ematopolietiche e con la produzione di piastrine, ma &
statoe anche trovato che @ pro- ed anche antinflammatorio, pro-
angiogenico ed importante per la neoplasia. [ noto che TGFBL o
lesione di tessuti pessono indurre l'espressione di IL-11 (Zhu M., et
;i R IL-11 Attenuates Liver lschemia/Reperfusione Injury (TRI)
through STAT3 Signaling Palway in Mice. PLOS ONE 10 (2015%); Yashiro
R., et al., "Transforming growth factor-beta stimulates interleukin-11
production by human periodontal ligament and gingival fibroblasl. J.
€Clin. Periodontel., 33, 165-71 (2006); Obana M., et al., Therapeutic
activation of signal transducer and activater of Lranscription 3
interleukin-11 ameliorates cardiac Fibrosis after myocardial
infarction. Circulation 121, 684-91 (2010); Tang W., Yang L., Yang
Y.¢., Leng S5.¥. E Elias J.A., Transforming growlh Ffactor-beta
stimulates interleukin-11 transcriplbion wvia complex acbivating
protein-l-dependent pathways. J. Biol. Chem., 273, 5506-13 (1998)).

Il ruolo di IL-11 nella Ffibrosi non & chiaro dalla letteratura
pubblicata. Si ritiene che [L-11 sia importante per la fibrosi e
l'infiammazione dal polmone (Tang W., el al., Targeted expression of
IL-11 in the murine airways causes lymphocytic inflammation,
bronchial remodeling, and airways obstruction. J. Clin. lnvesb., 98,
2845-53 (1996)) e che il suo livello di espressione sia correlabto con
i livelli di cellagene nella pelle (Toda M., el al., Polarized in
vivo expression of ITL-11 and 1L-17 between acute and chronic skin

lesions. Journal ol Allergy and Clinical Immunology, 111, 875-881
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(2003)) e nel sistema respiratorio (Molet §., Hamid Q. & Hamilos D.,
TL-11 and IL-17 expression in nasal polyps: Relationship to collagen
deposition and suppression by intranasal fluticasone propionate. The
Laryngoscope, 113 (2003); Minshall et al., 1L,-11 expression is
increased in sever asthma: association wilh epithelial cells and
eosinophils. The Journal of allergy and elinical immunology, 105

(2000})) .
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Tuttavia, la maggior parte degli studi suggerisce che IL-11
anli-lTibrotico: nel cuore (Obana M., et al., Therapeutic activation
of signal transducer and activator of transcription 3 by interleukin-
11  ameliorates cardiac fibresis after myocardial infarction.
Circulation, 121, 684-91 (2010); Obana M., et al., Therapeutic
administration of TL-11 exhibils the prosteconditioning effects
against ischemia-reperfusion injury via STAT3 in Lhe heart. American
Journal of Physiology. Heart and circulatory physiology, 303, H569-777
(2012); US 2010/093976 Al) e nel rene (3Langcu M., et al., Effeck of
1L-11 on glomerular expression of TGF-beta and extracellular matrix
in nephrotoxic nephritis in Wistar Kyoto rats. Journal of nephrology,
24, 106-11 (2011); Ham A., et al., Critical role of interleukin-1l1 in
isoflurane-mediated protection against ischemic acute kidney injury
in mice. Anesthesiology, 119, 1389-401 (2013)) e sia antinfiammalorio
in diversi tessutbti e malattie infiammatorie croniche (Trepicchio &
Dorner, The therapeutic utility of interleukin-11 in the treatment of
inflammatory disecase (19948) . doi:10.1517/13543784.7.9.1501) . Lia

modalita di azione molecolare di IL-11 in generale si ritiene sia la
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regolazione dell'espressione di RNA dei livelli di mBNA attraverso la
trascrizione mediata da STAT3 (%Zhu M., et al., 1L-11 Attenuates Liver
Ischemia/Reperfusion Injury (IRI) through STAT3 Signaling Patway in
Mice. PLOS ONE 10 (2015)).

WO 98/36061 A2 descrive 1l'uso di agenti che inibiscono
l'attivita mediata dal recettore di 1L-6 per il trattamento di ferite
e fibrosi. WO 00/78336 Al descrive metodi per 11 trattamento o
l'inibizione di formazione di fibrosi nei tessuti ulilizzando
antagoniasti di IL-13.

Sommario dell'invenzione

La presente invenzione fornisce un anticorpo che ¢ in grado di
legarsi ad interleuchina 11 (IL-11) o al recetbtore o di IL-11 (TIL-
11Ra) e inibire la segnalazione mediata da [L-11, per l'uso in un
metodo per il trattamento o prevenzione della fibrosi in un assere
umano, come definilo nelle rivendicazioni,

La presente divulgazione riguarda il trattamento, prevenzione o
alleviamento della Ffibresi in un soggetto che necessita di
trattamento attraverso la somministrazione di un agente in grado di
inibire l'azicne dell'interleuchina 11 (IL-11). Gli inventori hanno
idenltificato che T5-11 ha un'azione pro-fibrolica. La presente
divulgazione riguarda in particolare 1'inibizione dell'azione pro-
fibrotica di ITL-11. Forme (b reallizzazione della presenle
divulgazione riguardano 1'inibizione o la prevenzione del segnale
pro-fibrotico mediate da IL-11, ad es. mediato dal legame di IL-11 ad

un recettore di TL-11.
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Gli agenti qui descritti in grado di inibire l'azione di IL-11
possono prevenire o ridurre il legame di I 11 al recelblore di TL-11.

Gli agenli qui descritti in grado di inibire l'azicne di IL-11
possono legarsi IL-11 per formare un complesso che comprende 1l'agente
ed IL-11. Il complesso pud cssere un complesso non covalenle o
cavalenle., In  alcune forme di realizzazione, la formazione del
complesso agente:IL-11 pud prevenire o ridurre la capacita di IL-11
di  legarsi ad un recettore di  IL-11. In alcune forme di
realizzazione, tale prevenzione o riduzione pud essere il risultato
di una riduzione del legame produttivo di TL-11 ad un recettore di
[L-11, cioé la riduzione della capacita d4di I1L-11 di diniziare una
segnalazione mediata dal recettore di IL-11. In alcune forme di
realizzazione, la formazicne del complesso agente:IL-11 puo
sequestrare [L-11 dal recetbtore di 11-11, cosi da prevenire o ridurre
il econtatte di IL-11 con un recettore di I[L-11 e/o prevenire o
ridurre la guantita di 1L-11 disponibile per il legame ad un
racatbore di IL-11. TIn alcune forme di realizzazione, 1'agente pud
essere un decoy receptor o recettore decoy (recettore esca).

GLi agenti qui descritti in grado di inibire l'azione di IL-11
possono legarsi ad un recettore di IL-11. Un agente che si lega ad un
recettore di IL=11 pud impedire o ridurre la capacild di TL-11 di
legarsi ad un recettore di TL-11 (TL-11R).

51 descrive gui anche i1 Lrallamenbo, prevenzione o alleviamento
della fibrosi in un soggetlLo che necessita di tale trattamento

attraverso la somministrazione di un agente in grado di prevenire o
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ridurre l'espressione di IL-11 o di un recettore di IL-11 (IL-11R).

51 descrive qui anche un agente in grade di inibire l'azione di
interleuchina 11 (IL-11) per l'uso in un metodo per il trattamento o
la prevenzione della fibrosi.

Pure descrillo qui & 1'uso di un agente in grado di inibire
l'azions di IL-11 nella produzione di un medicinale per uso in un
metodo per il trattamento o prevenzione della fibrosi.

51 descrive qui anche un melodo per i1 trallamenlo o la
prevenzione della fibrosi, il metodo comprendendo il somministrare ad
un soggetto che necessita del trattamento, una cuantita
terapeuticamente elfficace di un agenbke in grado di inibire l'azione
di 1L-11.

In alcune forme di realizzazione, l'agente in grado di inibire
l'azione di 1111 & un agente in grado di prevenire o ridurre il
legame di LL-11 ad un recettore di I[L-11.

In alcune forme di realizzazione, 1'agente in grado di inibire
l'azione di IL-11 & un agente di legame di IL-11. Cli agenti di
legame di IT-11 possono essere scelti dal gruppo che consisle di: un
anticorpo, polipeptide, peptide, oligonucleobide, aplamero o piccola
molecola. In alcune forme di realizzazione, l'agente di legame di 1L-
11 @ un anticorpo. In alcune forme di realizzazione, 1'agente di
legame di TL-11 é un decoy receptor.

In alcune florme di realizzazione, |'agente in grado di inibire
l'azione di IL-11 & un agente di legame del recebttore di TL=-11 (IL-

11R) . Gii agenti di legame di 11L=11R possono essere scelbi dal gruppo
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che consiste di: un anticorpo, polipeptide, peptide, oligonucleotide,
aptamera o piccola molecola. Tn alcune forme di  realizzazione,
L'agente di legame di IL-11R & un anticorpo.

81 descrive qui anche un agente in grado di prevenire o ridurre
L'espressions di TL-11 o di IL=-11R per uso in un metodo per il
trattamento della fibresi.

51 descrive qui anche 1'use di un agente in grade di prevenire o
ridurre 1l'espressione di IL-11 o di IL-11R nella produzione di un
medicinale per uso in un metodo di trattamente o prevenzione della
fibrosi.

51 descrive qui anche un metodo per il trattamento o la
prevenzione della Fibrosi, il mebodo comprendendo il somministrare ad
un soggetio che necessita del trattamento, una quantita
terapeuticamente efficace di un agente in grado di prevenire o
ridurre 1'espressione di TL-11 o di TL-11R.

In alcune forme di realizzazione, l'agente in grado di prevenire
o ridurre l'espressione di TL-11 o di IL-11R & una piccola molecola o
oligonuclieotide.

ln alcune forme di realizzazione, 1la fibrosi da trattare a
prevenire & fibrosi del cuore, del lfegato o del rene. In alcune forme
di realizzazione, la fibrosi da trattare o prevenire & la fibrosi
dell'occhio. In alcune forme di realizzazioene, la fibrosi & nel cuore
ed & associata con disfunzione della muscolatura o proprieta
cletbriche del cuore o ilspessimento delle pareli o valvole del cuore.

In alcune forme di realizzazione, la fibrosi & nel fegato ed &
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associata con la malalbLia cronica epatica o eirrosi epabica. Tn
alcune Torme di realizzazione, la fibrosi & nel rene ed & associata
alla malattia renale cronica.

Tn alcune forme di realizzazione, il meteodo per il trattamento o
la prevenzione comprende somministrare un detto agente ad un soggetto
in cui 1'espressione di IL-11 o di IL-11R e sovra-regolata. In alcune
forme di realizzazione, 11 melode per 1l trattamento o la prevenzione
comprende somministrare un detto agente ad un soggetto in cul si @
determinato che la regolazione di IL-11 o di LL-11R & sovra-regolata.
In alcune forme di realizzazione, 1l metodo per il trattamento o la
prevenzione comprende determinare se 1'espressione di I[L-11 o di TIl-
11R & sovra-regolata nel soggetto e somministrare delto agente ad un
soggeltbto in cui l'espressione di IL-11 o di LL-1lR & sovra-regolata.

8i divulga qui anche un metodo per determinare l'adegualezza di
un soggello al LrabtlLamenlo o prevenzione di fibrosi con un agenlbe in
gradoe di inibire 1'azione di I1L-11, i1 metodo comprendencdo
determinare, op#ionalmente in vitro, se o meno 1'espressione di L[L-11
o IL-1T1R & sovra-regolata nel soggetto.

51 divulga qui anche un metodo per selezionare un soggelbbo per
i1l trattamento o la prevenzione della fibrosi con un agente in grado
di inibire 1l'azione di 11-11, i! melodo comprendendo determinare,
opzionalmente in vitro, se o meno l'espressione di T1L-11 o IL-11R ¢
sovra-regolata nel soggetto.

5i divulga qui anche un metodo per la diagnosi della fibresi o

un  rischio di  sviluppare la fibrosi in un soggetto, 11 melodo
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comprendends determinare, opzionalmente in vitro, la s0vVIra-
regolazione di  I[L-11 o di LL-11R in un campione oltenuto nel
soggetto,

In alcune forme di realizzazione, 1! melodo & un mebtodo per
confermare una diagnosi di fibrosi in un soggetto che si sospetta
abbia la fibrosi,

In alcune fFforme di realizzazione, il metodo comprende inoltre
selezionare 11 soggetto per il trattamento con un agente in grado di
inibire l'azione di IL-11 o con un agente in grade di prevenire o
ridurre 1'espressione i IL-11 o di IL-11R.

81 desecrive qui anche un metedo per fornire una prognosi per un
soggeblto ¢he ha, o che si sospetta abbia la fibrosi, 11 metodo
comprendendo delerminare, opzionalmente in vitre, se IL-11 o IL-11IR &
spovra-regolata in un campione ottenute dal soggetto e, sulla base
dalla determinazione, fornire una prognosi per i1 Lrabbamenbo del
soggelbto con un agente in grado di inibire 1'azione di IL-11 o con un
agente in grado di prevenire o ridurre l'espressione di 1L-11 o di
IL-11R.

Tl metode pud comprendere inoltre selezionare un soggello che &
determinato avere TIL-11 o IL-11R sovra-regolata per il trattamento
con un agente in grado di inibire 1l'azione di IL-11 o con un agente
in grado di impedire o ridurre |'espressione di I1L-11 o di IL-11R,

51 descrive gui anche un metodo per la diagnosi della fibrosi o
un rischio di sviluppare 1la fibrosi in un soggetto, il metodo

comprendendo determinare, opzionalmente in vivo, uno o pin fattori



L‘_-- -
Ing. Marco MDN?EBELLI

- 5O+ a) *
MOO08.D1.5M.5912 \M} 1 001
genetici nel soggello che sono predittivi di sovra-regolazione

dell'espressione di IL-11 o di IL-11IR o della sovra-regolazione
dell'attivita di IL-11 o di TL-11R.

In alcune forme di realizzazione, 11 metodo & un metodo per
confermare una diagnosi di fibrosi in un soggetto che si sospella
abbia la fibrosi.

In alcune forme di realizzazione, il metodo comprende inoltre
selezionare il soggelbo per il trattamenteo con un agenkte in grado di
inibire l'azione di IL-11 o con un agente in grade di prevenire o

ridurre l'espressione di TL-11 o TL-11R.

w

i descrive qui anche un metodo per fornire una prognosi per un
soggetto che ha o che si sospella abbia la Tibrosi, il metodo
comprendendo il determinare, opzionalmente in vitre, uno o pin
fattori genelici nel soggetto, che sono predittivi della sovra-
regolazione dell'espressione di IL-1: o di TL-11R o della sovera-
regolazione dell'attivitad di IL-11 o di IL-11R.

51 descrive qui anche un metodo per il Lrattamento della fibrosi
in un soggetto umano, i1 metodo comprendendo somministrare ad un
soggetto umano che necessita del trattamento, una  guantila
terapeuticamente efficace di un anticerpo anbi-interleuchina 11 (IL-
11y, in cui l'anbicorpo anLi-TL-11 si lega ad il IL-11 ed inibire la
segqnalazione mediata da 15,-11.

81 divulga gui anche un metodo per il trattamento della fibrosi
in un soggetto, il metodo comprendendo:

(1) determinare, opzlonalmente in vitro, se l'espressione di 1L~
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11 o di un recettore dell'interleuchina 11 (IL-11) & sovra-
regolata nel soggelbto; e
(i1) somministrare ad un soggetto in cui 1'espressione di IL-11 o
di IL-11R & sovra-regolata, una quantita terapeuticamentLe
efficace ai un anticorpo anti-IL-11, in cui l'anticorpo anti-IL-
11 51 lega ad TL-11 e inibisce la seqnalazione mediata da TL-11.
31 descrive qui anche un metodo per il trattamento della fibrosi
in un soggetto, il metodeo comprendendo:
(1) determinare, opzionalmente in wvitro, uno o piua fattori
genetici nel soggetto che sono predittivi della sovra-regolazione
dell'espressione ¢ dell'attivita di interleuchina 11 (IL-11) o
del recettore di interleuchina 11 (IL-11R);
{11) selezionare un soggeltto per il trallamento sulla base della
determinazione in (i}; e
(i1i) somministrare al soggeblo seolto uia quantita
terapeuticamente eificace di un anticorpo anti-IL-11, in cui
L'anticorpo anti-IL-11 si lega a 1L-11 ed inibisce la
sognalavione mediala da TL-11.
Descrizione

1411 e recettore di TL-11

L'interleuchina 11 (TL-11), anche nota COme fattore di.
inibizione di adipogenesi, & una cilochina pleiotropica ed un membro
della famiglia di IL-8& delle citochine e comprende IL-6, IL-11l, IL-
27, IL-31, oncostatina, fattore inibitorico della leucemia (LI,

cardiotropina 1 (CT-1), citochina cardiotropina-simile (CLC), flaltore
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nevrobrofico cliliare (CNTE) e neuropoielina (NP=1).

TL-11 wviene Lrascritta con un peptide a segnale canonico che
garantisce efficlente secrezione dalle cellule. La forma immatura dj
IL-11 umana & un polipeptide da 199 amminocacidi, mentre la forma
matura di I1-11 codifica una proleina di 178 residui di amminoacidi
(Garbers e Scheller, Biol. Chem., 2013; 394 (9)+1145-1161) . L&
sequenza di amminoacidi di IL-11 umana & disponibile con il numero di
accessione UniProt P20809 (P20809.1 GGIL:124294) . [L-11 umarna
ricombinante (oprelvekin) é pure disponibile in commercio. I[L-11 da
altre specie, comprese bopo, ratto, maiale, mucca, diverse specie di
pesci ossuti e primati, sono pure state clonate e sequenziate.

In questo testo, TL-11 si riferisce a IL-11 da qualsiasi specie
a cbmprende isoforme, frammenti, varianti o omeloghi di una IL-1l da
una qualsiasi specie. In forme di realizzazione preferite, la specie
& umana (Homo sapiens). Le isoforme, frammenti, varianti o omologhi
di una IL-11 possono opzionalmente essere caratterizzatl come aventi
almeno il 70%, preferibilmente uno di 80%, #5%, 890%, 9l%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% di identita di sequenza di
amminoacidi con la sequenza di amminoacidi di IL-11 immatura o malura
da una data specie, ad es. umana. Le isoflorme, f[rammenbti, varianti o
omologhli di IL-11 possono opzionalmenbte essere carallerizzali dalla
capacila di legare IL-lla (preferibilmente dalla medesima specie) e
stimolare la transduzione ed il segnale in cellule che esprimono T1.-
11Rax e gpl30 (ad es. come descritto in Curtis et al., Blood, 1997,

90(11l); o in Karpovich et al., Mel. Hum. Reprod., 2003, 9(2):75-80).
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Un frammento di IL-11 pud essere di qualsiasi lunghezza (per numero
di amminecacidi), sebbene opzionalmenle possa essere almeno il 25%
della lunghezza di IL-11 matura e pud avere una lunghezza massima del
50%, 75%, BO%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 095%, 96%, 9/%, 98% o D9%
della lunghezza di TL-11 matura. Un frammento di IL-11 pud avere una
lunghezza minima di 10 amminoacidi ed una lunghezza massima di 15,
20, 25, 30, 40, 50, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 120
o 19% amminoacidi.

11=11 segnale albtraverso un omodimero di una glicoproteina 130
del recettore p  in modo ubiguitario {(gpl130; nolLa anche come
glicoproteina 130, 1L68YT, IL&-beta o CDL30). Gpl30 & una proteina di
Lransmembrana che forma una sobto-unitd dei recettori di citochina di
tipo L con la famiglia del recettore di [L-6. La specificita viena
ottenuta attraverso un recettore di IL-11 « individuale (IL-11Ra),
che non partecipa direttamente alla transduzione del segnale, sebbene
1'evenlo di legame di citochina iniziale al recettore o porti alla
formazione finale del complesso con 1 recellori (. IL-11 attiva un
percorso di segnalaziocne a valle che & principalmente una cascata di
protein chinasi alblivaba dal mitogeno (MAPK) e percorso di Janus
chinasi/transdullorebransdulloro di segnale e abLlivatore di
Lrascrizione {Jak/STAl) (Garbers e Scheller, sopra).

gpl30 umana (che comprende il peptide segnale da 22 amminoacidi)
¢ una proteina di 918 ammincacidi e la forma matura & di
BE6 ammincacidi, comprendente un dominio extracellulare di 597

ammincacidi, un dominio di transmembrana di 22 amminoacidi ed un
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dominio intracellulare di 277 amminoacidi. Tl dominio extracellulare
della proteina comprende il modulo di legame di citochina (CBM) di
gpl30. 11 CBM di gpl30 comprende 11 dominio D1 Tg-simile ed il
dominico D2 e D3 fibronectina tipo IIL di gpl30. La sequenza di
amminoacidi di gpl30 umana e disponibile da Genbank al numero di
accessione NP_002175.2.

LL=11Ra umano & un polipeplide da 422 amminoacidi (Genbank
numero di accessione NP 001136256.1 GL:218505839) e condivide -85% di
identita di nucleotide e sequenza di amminoacidi con IL-11Ra murino
(Du e Williams, Blood, Vol. 89, N. 11, 1 giugno 1997). Due isoforme
di I1L=11Rx sono state riportate, che differiscono nel dominio
citoplasmatico (Du e Williams, sopra). La catena a del recettore di
TT-11 (ITL-11Rx) condivide molle similarila sbrutturali e funzionali
con la catena del recettore o di 1hL-6 (il-6Ra) . 11 dominio
extracellulare mostra i1 24% di identita di amminoacidi compreso il
motivo Trp-Ser-X-Trp-8er (WHRWS) caratteristico conservato. Ll
dominio citoplasmatico corblo (34 ammincacidi) manca delle regioni Box
1 e 2 che sono richieste per 1'atlivazione del percorso di
segnalazione di JAK/STAT.

IL-11Rx lega il suo ligando con bassa atfinita (Kd -~ 10 nmoli/L)
e da solo & insufficiente a transdurre un segnale biologico. La
generazione di un recettore ad alta affinita (Kd ~ 400-800 pmoli/L)
in grade di compiere transduzione di segnale richiede Jla co-
egpressione di IL-11Rx e di gpl30 (Curtis el al. (Blood, 1 dicembre

1857 a0 (11):4403-12; Hilten et al., EMBO T, 13:4765, 1944 ;
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Nandurkar et al., Oncogene, 12:585, 1996). Il legame di IL-11 a IL-
1lRa di  superficie cellulare dinduce 1'eterodimerizzazione, la
fosforilazione della tirosina, l'attivazione di gpl30 e di MAPK e/o
la segnalazione di Jak/STAT come descrilto sopra.

T siki di legame del recettors su I[L-11 murina sono slkati
mappati e sono stati identificati tre siti - siti I, II e III. Il
legame a gpl30 & ridotto da sostituzioni nella regione del site IT e
da sostituzioni nella regione del silo T7T. Mutanbti del sito 11l non
moslkralo atlivita agonistica rivelabile ed hanno abbivila antagonista
di  TL-11Rx (Cytokine Inhibitors, Capitolo 8, edito da Gennaro
Ciliberto e Rocco Savino, Marcel Dekker, Tnc., 2001).

Tn linea di principio, un [L-11Ry solubile pud anche formare
complessi solubili biologicamente attivi con IL-11 (Pflanz et al.,
1999, PFEBS Lett., 450, 117-122) aumentando la possibilita che,
analogamente ad IL-6, IL-1]1 possa in alcuni casi legarsi ad 1L-1l1Ro
golubile prima di legarsi a gpl30 di superficie cellulare (Garbers e
Scheller, sopra). Curtis et al. (Blood, | dicembre 1997; 90(11):4403~
12) descrivono 1'espressione di una catena alfa del recetlbore di TL-
11 murino solubile (sIL-11) ed hannoe esaminalo la segnalazione in
cellule che esprimono gpl30. In presenza di gpl30, ma non di TL-11R
di transmembrana, la differenziazione dipendente da [L-11 mediata da
TL-11R delle cellule leucemiche M1 e la proliferazione in cellule
Ba/F'3 ed eventi intracellulari precoce compresi la fosaforilazione di
gpl30, STAT3 e SHPZ2 & simile alla segnalazione attraverso LL-11R di

transmembrana.
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In guesto testo, un recettore di IL-11 (IL-11R) si riferisce ad
un polipeptide in grado di legarsi a IL-11 ed indurre transduzione di
segnale in cellule c¢he esprimeno gpl30. Un recettore di IL-11 pud
essere da qualsiasi specie e comprende isolorme, [rammenti, varianti
o omologhi di un recettore di IL-11 da una qualsiasi specie. In forme
di realizzazione preferite, la specie @& umana (Homo sapiens). In
alcune forme di reallizzazione, L1 recettore di 1L-11 pud essere IL-
11Ra, Tsoforme, frammenti, wvarianti o omologhi di TL-1iRa possono
opzionalmente essere caratterizzati dall'avere almeno i1  70%,
preferibilmente uno di B0%, B5%, 90%, 91%, 92%, 93%, 094%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% di idenbita di seguenza di amminoacidi con la
sequenza di ammincacidi di TL-11Rx da una data specie. Ad es. umana,
lsaoforme, frammenti, varianti o omologhi di un lb=11Ra possono
opzionalmente essere carabterizzati dalla capacita di legare IL-11
(preferibilmente dalla stessa specie) e di stimolare la transduzions
di segnale in cellule che esprimono TL-11Ra e gpl30 (come descritlo
ad es. in Curtis et al., Blood, 19927, 90(11) o in Karpovich et al.,
Mol. Hum. Reprod., 2003, 9(2): 75-80). Un frammento di un recettore
di IL=11 pud essere di una qualsiasi  lunghezza (per numero  di
amminoacidi), sebbene opzionalmente possa essere almeno 1l 25% della
lunghezza di TIL-11Rx maturo ed avere una lunghezza massima di uno di
50%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
della lunghezza di [L-11Ra maturo. Un frammento di un frammento del
recelttore di IL-11 pud avere una lunghezza minima di 10 ammincacidi

ed una lunghezza massima i 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 110, 120,
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130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 400 o 415
amminoacidi.

Agente in grado di inibire 1'azione di I[T-11

Il percorso di segnalazione di TL-11 offre vie multiple per
[ '"inibizione della segnalazione di IL-11. Ad esempio, 1'inibizione
pud essere ottenuta mediante prevenzione o riduzione del legame di
IL-11 ad un recettore di IL-11. Come risultato, agentl adatti possono
bersagliare o IL-11 o il suo recetlbore.

In alcune forme di realizzazione, agenti in grado di inibire
l'azione di IL-11 possono legarsi a IL-11 e prevenire o ridurre la
segnalazione mediata da IL-11, ad es. albraverso un recettore di IL-
11. 1In alcune forme di realizzazione, agenti n grado d inibire
l'azione di 1L-11 possono legarsi al recettore di 1L-11 e prevenire o
ridurre la segnalazione stimolata da IL-11.

Agenti che si leganc ad IL-11 possono inibire la segnalazione
mediata da IL-11 bloccando il legame di TL-11 ad un receltore di 11—
11 e/o riducendo la quantita di 1L-11 disponibile a legarsi al suo
recettore. Agenti di legame di [L-11 adatti possono esscre inibitori
di 1L-1! o antagonisti di TL-11.

Agenti di legame di 1L-11, per es. anticorpi anti-1lL-11, secondo
la presente divulgazione, possono presentare almeno una delle
sequenti proprieta:

a) Tegarsi ad TL~11 umana con K, di | pM o meno, preferibllmente
di = 1 pM, = 100 nM, < 10 oM, = 1 nM o < 100 pM,

b) Inibire la segnalazione mediata da IT-11 attraverso il
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recettore di IL-11Ha, ad es. in un'analisi basata su eellule in
cui le cellule co-esprimono TL-11Rx e gpl30. Analisi basale su
cellule adatte sono l'incorporazione di ‘H-timidina e 1'analisi
di proliferazione di cellule Ba/F3 descritbte in Curtis et al.,
Blood, 1997, 90(1l} ed in Karpovich et al., Mol. Hum. Reprod.,
2003, 9(2):75-80. Ad esemplo, ICs per un agente di legame di IL-
11 pud essere determinato coltivando cellule Ba/F3 che esprimono
IL-11Rx & gpl30 in presenza di LL-11 umana e di un agente di
legame di IL-11 e misurando 1'incorporazione di “H-timidina nel
DNA. Agenti di legame di LL-11 adatti possono presantare una LCy
di 10 pg/ml o meno, preferibilmente di = 5 pg/mi, £ 4 pg/ml, =
3,5 pg/ml, < 3 pg/ml, = 2 pg/ml, = 1 pg/ml, = 0,9 pg/ml, = 0,8
pg/ml, = 0,7 pg/ml, = 0,6 pg/ml o < 0,5 pg/ml in Lale analisi.
) Inibire La proliferazione di fibroblasti, ad es. la
proliferazione di fibroblasti cariaci/atriali, Cid pud, ad
esempio, essere valutato in un'analisi in cui 1 fibroblasti
vengono stimolati con IL=11 o con TGFBLl e la proliferazione delle
cellule viene monilkorata come qui descritbto.
d) Inibire la generazione di miofibroblasti, ad es. da
fibroblasti ecardiaci/atriali. Questo pudé essere valutateo, ad
esempio, in un'analisi in cui i [ibroblasti vengono stimolati con
IL-11 o con TGFRL e la generazione di mieolibroblasti viene
moniltorata, ad es. misurando 1 livelli di oSMA.
e) Inibire Jla produzione di matrice extracellulare mediante

fibroblasti, ad es. fibreblasti cardiaci/atriali. Cié pud, ad
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esempio, essere valutato in un'analisi in cui 1 fibroblasti
vengono stimolati con IL-11 o con TGFBL e viene misurata la
produzione di componenti di matrice extracellulare.

[) Tnibire l'espressione di collagene e/o gene di periostina o
proteina periostina in fibroblasti, ad es. fibroblasti cardiaci/
abriali, Ci6 pud essere valulbato, ad esempio, in un'analisi in
cui i fibroblasti sono stimolati cen I1L-11 o con TGFRL e viene
misurata 1'espressione di collagene e/o gene o proteina
periostina.

Agenti di legame di TL-11 possono essere di qualsiasi Lipo, ma
in alcune forme di realizzazione, un agente di legame di IL-11 pud
essere un anticorpo, polipeptide, peptide, oligonucleotide, aptamero
o piceola molecola.

Anticorpi anti-TL-11 adatti si legheranno preferibilmente a IL-
11 (l'antigene), preferibilmente ad JL-11 umana o possono avere una
costante di dissociazione (E,) di une di £ 1 uM, 5 100 nM, = 10 nM, =
Il nM o = 100 pM. L'affinita di legame di un anlicorpo per il suo
bersaglio @& spesso descritto in termini della sua costante di
dissociazione (Kp). L'affinita di legame pud essere misurata mediante
procedimenti noti nel campo, come ad ssempio la Risonanza Plasmon di
Superficie (SPR) o mediante wun'analisi di legams all'antigene
radiomarcato (RIA) condotla con la versione Fab dell'anlicorpo e
molecola di antigene.

Gli anticorpi anti-IL-11 possono essere anbicorpi anbagonisti

che inibiscono o riducono l'attivilta biologica di TL-11.
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Gli anticorpi anti-IL-11 possono ﬁﬂﬁ@rﬂ‘dnLJCUFpi neublralizzanti
che neutralizzano l'effette biologiceo di ITL-11, ciodé la lora capacita
di stimolare la segnalazione produttiva attraverso un recellore di
S e

L'attivita di neutralizzazione pud essere misurata dalla
capacita di neutralizzare la proliferazione indotta da iL-11 nella
linea di cellule di plasmacitoma murina TI11 (Nordan R.P., et al.
(1987), J. Immunol., 139:813).

Fsempi di anticorpi anti-TL-11 noti comprendono gli anticorpi
moneclonali clone 6D9A, clone KTH (Abbiotec), clone  M3103F11
(BioLegend), clone 181, clone 3C& (Abnova Corporation), clone GF1
{LifeSpan Biosciences), clone 13455 (Source BieScience) o clone 22626
(R&D Syslems, usalo in Bockhorn et al., Nat. Commun. (2013), 4(0):
13893; Monoclonal Mouse [G;; Caltalogo N, MAB218; R&D Sysbtems, MN,
USA) .

Gli anticorpi possono essere opzionalmente scelbi per  non
presentare sostanzialmente reattivitd incrociata con uno o pin di LL-
6, CNTF, LLF, 0O5M, CLC o CT-1 umani, ad es. umani ricombinanti.

Agenli di legame di IL-11 a base di peptide o polipeplide
possone essere basati sul recelbore di 1L-11, ad es., un frammente di
legame di  TL-11 di un recettore di TL-11. In una forma di
realizzazione, agenti di legame di T11-11 adatti possono comprendere
un frammento di legame di IL-11 della caltena IT-11Ra & possono
preferibilmente essere solubili e/o escludere uno o pid, o tulbbi, del

dominio (dewmini) di transmembrana. Tali molecole possonoc essere
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descritbte come decoy receptors.

Curtis et al. (Blood, 1 dicembre 1987; G0 (11):4403-12)
riferiscone una catena alfa di receltors di TL-11Re murina solubile
(sTT-11R} in grado di antagonizzare 1'attivita di IL-11 quando
testato su cellule che esprimono IL-11R di transmembrana e gpl30.
Hanno proposto che I'antagonismo osservato di [L-11 da parte di sIL-
112 dipenda da numeri limitanti di molecole di gpl30 su cellule che
asprimonoe gia TL=11R di transmembrana.

L'uso di decoy receptor solubili come base nell'inibizione della
transduzione di segnale e 1intervento Lerapeulico & slbalo anche
siportato per albtre coppie di molecole di segnalazione:recettore, ad
es. VEGF ed il recettore di VEGEF (DeChao Yu et al., Molecular Therapy
(2012):20 5, 938-947; Konner & Dupont, Clin. Colorectal Cancer, 4
oltobre 2004, suppl., 2:581-5),

Pertanto, in alcune forme di realizzazicne, un agente di legame
di IL-11 pud essere fornito sotto Torma di un recettore decoy o decoy
recepltor, ad es. un recettore di IL-11 solubile. lLa competizione per
IIi-11 fornita da un recettore decoy & stalo riportato che porta ad
azione antagonista di IL-11 (Curlis el al., sopra).

T receltorl di IL-11 decoy legano preferibilmente IL-11 e/o
complessi contenenki TIL-11 e quindi rendono quesle specie non
disponibili per il legame a gpl30, IL-11Ra e/o gpl30:recellori di TI-
11Ra. Pertanto, agiscono come recellori “decoy” o esca per I1L-11 e
complessi contenenti IL-11, allo stesso modo in cul elanercept agisce

come un recettore decoy per TNFa. La segnalazione mediata da IL-11 &
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ridotta rispetto al livello di segnalazicne in assenza del recettore
decoy.

I recettori decoy di IL-11 preferibilmente si legane ad TL-11
abtraverso una o pid molecole di legame di ecitochine (CBM). Le CBM
sono, o sono derivate da, o© sono omologhe a, CBM di molecole di
recettore presenti in natura per TL-11. Ad esempio, 1 recettori decoy
di I1-11 possono comprendere o consistere di una o pit CBEM che sono
da, o sono derivate da, o omologhe a, le CBM di gpl30 e/o 11L-11Ra.

ITn alcune forme di realizzazione, 11 recettore decoy di IL-11
pud comprendere, o consiatere di, una sequenza di amminoacidi che
corrisponde al modulo di legame di ecitochina di gpl30. In alcune
forme di realizzazione, un recelbbore decoy di TL-11 pud comprendere
una sequenza di ammincacidi che corrisponde al modulo di legame di
citochina di TL-11Rex. Oui, wna seguenza  di amminoacidi c:he
“corrisponde” ad una regione o sequenza di riferimento di un dato
peptide/polipeptide ha almenc il 60%, ad es. almenc uno fra 1l &5%%,
70%, 75%, B80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 4Y96%, 97%, LB o 99%
di identita di sequenza con la sequenza di amminoacidi della regione/
sequenza di riferimento. [ gpl30, TL-11Rx e IL-1l possceno essere da
fqualsiasi  specie e  ceomprendono  isaforme, frammenti, varianti o
omologhi da qualsiasi specie.

In alcune forme di realizzazione, un recettore decoy pudé cssore
in grado di legarsi ad 11-11, ad es. con affinild di lTegame di almeno
1006 pM o meno, opzionalmenle 10 pM o meno, 1 pM o meno, 100 nM o meno

o circa 1-100 nM. In alcune forme di realizzazione, un recelbtore
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decoy pud comprendere tutto o parte del dominio di legame di IL-11 e
opzionalmente pud mancare di tuttoe o parte dei domini cli
transmembrana. 1l recettore decoy pud opzionalmente essere fuso ad
una regione costante di immunoglobulina, ad es. una regione Fo o di
LG,

In alecune forme di realizzazione, un agente di legame di IL-11
pud essere fornite sotto forma di inibitore a piceola molecola di TL-
11, ad es. l'inibltore di IL-11 descritteo in Lay el al., Int. J.
Oncol. (2012), 41(2):759-764,

Agenti che si legano ad un receltore di IL-11 (LL-11R) possono
inibire la segnalazione mediata da [L-11 bloccando i1 legame da IL-11
ad un I[L-11R o prevenendo la transduzione di segnale attraverso co
recettori di gpl30. Agenti di legame di legame di IL-11R adatti
nossono essere inibitori di IL-11R o antagonisti di IL-11R. In forme
di realizzazione preferite, il IL-1lR ¢ [L-1lRa ed agenti di legame
acdatti possono legare 11 polipeptide di IL-11Ry & possono essere
inibitori o antagonisti di TL-11Rx.

Agenti di  legame di IL-11R, ad es, anlbicorpi anti-IL-11R,
secondo la presente divulgazione, possono presenlare almeno una delle
seguenti proprieta:

(a) Legarsi a IL-11R umano con una K, di 1 pM o meno,

preferibilmente di = 1 uM, = 100 oM, = 10 nM, = 1 nM o < 100 pM.

(b) Inibire la segnalazione di I1L-11R, ad es. in un'analisi

basata su cellule in cui le cellule co-esprimono TL-11Rx e gpl30.

Analisi basale su cellule adatte sono 1'incorporazione di  H-
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Limidina e analisi di proliflerazione di cellule Ba/F3 descrilte,
ad es,, in Curtis et al., Blood, 1997, 90(11) ed in Karpovich et
al., Mol. Hum. Reprod., 2003, 9(2):75-80. Ad esempio, [Cs per un
agente di legame di I1L-11R pud essere determinato coltivando
cellule Ba/F3 che esprimone IL-11Ra e gpl30 in presenza di IL-11
umana e di  un  agente di legame di IL-11R e misurando
L'incorporazione di ‘H-timidina nel DNA. AgenLi di lsgame di TI.-
1IR adalbi possono presentare una I1C, di 10 pg/ml o wmeno,
preferibilmente di < 5 pug/ml, < 4 pg/ml = 3,5 pg/ml, £ 3 pug/ml, =
2 png/ml, < 1 pg/ml, < 0,9 ug/ml, < 0,8 pg/ml, < 0,7 pg/ml, < 0,6
peg/ml o = 0,5 ug/ml in tale analisi.

(¢) Lnibire la proliferazione dei fibroblasti, acl 5.
proliferazione di fibroblasti cardiaci/atriali. Questo pud essere
valulbalo, ad esempio, in un'analisi in cui i Tibroblasti sono
stimolati con I1L-11 o TGFpEl e la proliferaziona cellulare &
monitorala come qui descritto.

(cd) Inibire la generazione di miofibroblasati, ad es. da
fibroblasti cardiaci/atriali. Questo pud essere valutato, ad
gsempio, in un'analisi in eui 1 fibroblasti sono stimolati con
IL-11 o TGFPL e la generazione di miofibroblasti ¢ moniterata, ad
es, misurando 1 livelli di oSMA.

(e) Inibire la produzione di matrice extracellulare da parte dei
fibroblasti, ad es. fibroblasti cardiaci/alriali. Questo pud
essere valutato, ad esempio, in un'analisi in cui 1 fibroblasti

sono stimolati con IL=-11 o TGFR] & la produzione di componenti di
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matrice extracellulare viene misurata.

(f) Inibire |'espressione di collagene e/o gene di periostina o
proteina in fibroblasti, ad es. fibroblasti cardiaci/atriali.
Questo pud essere valutato, ad esempio, in un'analisi in cui i1
fibroblasti vengono stimolati con IL-11 o IGKFRL e viene misurata
l'espressione di collagene e/o gene o proteina di periostina.

Gli agenti di legame di IL—11R possono essere di qualsiasi btipo,
ma in alcune forme di realizzazione un agente di legame di IL=11R puo
essere un anticorpe, polipeptide, peptide, oligonucleolide, aptamero
o piccela molecola,

Anticorpi anti-IL-11Rx adatlti si legheranno preferibilmente ad
IL-11R {)l'ankigene), preferibilmente ad IL-11R umano e possono avere
una costante di dissociazione (Ky) di < 1 puM, £ 100 nM, = 10 nM, = ]
nM oo % 100 pM. L'affinita di legame di un anticorpo al suo bersaglio
& spesso descrilta in termini della sua costante di dissociazione
(Kp) . L'affinita di legame pud essere misurata mediante procedimenti
noti nel campo, come ad esempic mediante Risonanza Plasmon di
superficie (S5PR) o mediante un'analisi di legame di anbtigene
radiomarcato (RIA) compiuta con la versione Fab dell'anticorpo e
molecola di antigene.

Gli anticorpi anti-IL-11R possonce essere anticorpi antagonisti
che inibiscono o riducono 1'attivita biologica di IL-11R. Anlicorpi
anti-1L-11R possono essere anbicorpl antagonisti che inibiscono o
riducono una qualsiasi funzione di, in particolare la segnalazione.

Ad esempio, anticorpi IL-11R anLagonisti possono inibire o prevenire
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i1 legame di IL-11R a TL-11R, oppure possonc inibire o prevenire
lTassociazione di 1L-11Rx con gpl30 per formare un complessc di
recettore funzionale in grado di compiere segnalazione produttiva, ad
es. in risposta al legame di TL-11.

Gli anticorpi anti-1L-11R possonc essere anticorpi neutralizzanti
che neubralizzano 1'eflfelblo biologico di IL-11R, ad es. la sua
capacita di iniziare la segnalazione produtbiva mediata da legame di
IL-11.

L'attivita di neutralizzazione pud essere misurata mediante la
capacita di neutralizzare la proliferazione indotla da 11L-11 nella
linea di cellule di plasmacitoma di topo Tl1 (Nordan R.E., et al.
(1987), J. lmmunol., 139:813).

Fsempl di anticorpi anti-IL-11R noti comprendono 1'anbticorpo
monoclonale clone 025 (8ino Biological), clone EPR5446 (Abcam), clona
473143 (R&D Systems), clone 8FE2 e 8E4 descrilli in 0US 2014/0219919 Al
e gli anticorpi monoclonali descritbi in Blanc et al. (J. Immunol.
Methods, 31 luglio 2000; 241 (1-2); 43-59),

Agenti di  legame di IL-11R basati su peptide o polipeptide
possono essere basati su IL-11, ad es. mutante, variante o frammento
di legame di IL-11. Agenti adalti basali su peptide o polipeptide
possono legarsi a IL-11R in un modo che non porla ad inizio di
Lransduzione di segnale né produce segnalazione sub-ollimale. Mulanli
di 1L-11 di questo tipo possono agire come jinibitori competitivi di
TL-11 endogena.

Ad esempio, WI47A & un antagonista di IL-11 in cui 1'amminoacido
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147 & mutato da un triptofano in alanina, che distrugge i1 cosidaetto
“sito 1117 di TL-11. Queste mutante pud  legarsi a LL-11R, ma
1'impegno dell'omodimero gpl30 fallisce, con il risultato di
efficiente bloccaggio della segnalazione di IL-11 (Underhill-Day et
al., 2003; bndocrinology, agosto 2003, 144(8):3406-14). Lee et al.
(Am. J. Respire Cell Mol. Biol., dicembre 2008; 39(6):739-746)
riferiscono anche la generazione di uwun mubante antagonista di IL-11
{una muteina”) in grade di inibire specificatamente il legame di IL-
T a IL-11Ra.

Menkhorst et al. (Biology of Reproducbion, 1 maggio 2009, vol.
80, n. 5, 920-927) descrivono un antagonista di IL-11 PREGilatao,
PRGILILIA (€55 Limited, Parkvill, Victoria, Australia) che & efficace
per inibire l'azione di T1-11 in topi lemmina.

Pasqualini et al., Cancer (2015), 121(14):2411-2421 descrivono
un farmaco peptidomimetico diretto a ligando, pepllidomimetico 11 di
bersagliamenlo di melastasi ossea (BMTP-11) in grado di legarsi a IL-
11Ra.

In alcune forme di realizzazions, un agente di legame di IL-11R
pud essere fornito sotto forma di un inibitore a piccola molecola di
TL-11R.

Gli inventori hanno identificato che la sovra-regolazione della
espressione di IL-11 & coerente con il meccanismo molecolare della
fibrosi e che |'inibiziene dell'attivita di IL-11 porta a riduzione
della base molecolare per la fibrosi. Di conseguenza, 1in alcuni

aspetbi del trattamente della presente divulgazicne, la prevenzione o
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alleviamento della fibrosi pud essere fornita mediante La
somministrazione di un agente in grado di prevenire o ridurre
L'espresgione di TT-11 da parte delle cellule del soggetto, ad es. da
parte di fibroblasti o miofibroblasti.

Agenti adatti possono essere di qualsiasi Lipo, ma in alcune
forme di realizvazione, un agente in grado di prevenire o ridurre
l'espressione di IL-11 pud essere una piccola molecola o un
oligonucleotide.

Taki et al. (Clin. Exp. Tmmunol., aprile 1998; 112(1):133-138)
riferiscono una riduzione nell'espressione di  IL-11 in cellule
sinoviali reumatoidi in seguito a trattamento con indometacina,
dexametasone o interferone gamma (IFNy).

In alcune forme di realizzazione, un  agenle in grade di
prevenire o ridurre l'espressione  di IL-11 pud essere un
oligonucleotide in grado di reprimere o silenziare l'espressione di
TL=11.

Di conseguenza, la presente divulgazione comprends anche 1'uso
di tecniche nole nel campo per la sollo-regolazione  terapeutica
dell'espressiona di IL-11. Questi comprendono 1'uso di
oligonucleotidi antisenso e interferenza di RNA (RNAL). Come in allri
aspetti della presente divulgazione, queste tecniche possono essero
usate nel Lrattamento della fibrosi.

Di conseguenza, la presente invenzione fornisce un metodo per il
trattamento o la prevenzione della fibrosi, il metodo comprendendo

somministrare ad un soggetto che necessita del trattamento, una
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quantita terapeuticamente efficace di un agente in grado di prevenire
o ridurre 1'espressione di IL-11, in cul l'agente comprende un
vettore che comprende un oligonucleotide tLerapeulico in grado di
reprimere o silenziare l'espressione di IL-11.

51 divulga qui anche un metodo per il trabttamento o prevenzione
della fibrosi, il metodo comprendendo somministrare ad un soggetto
che necessita del brattamento, una quantita Lerapeuticamente efficace
di un agente in grado di prevenire o ridurre l'espressione di LL-11,
in cui 1'agente compraende un vetlbore di oligonucleotidi,
opzionalmente un vebbore virale, che codifica un oligonuclectide
terapeculico in grado di essere espresso nelle cellule del soggetto,
L'oligonucleoktide terapeutico espresso essendo in grado di reprimere
o silenziare l'espressione di IL-11.

La capacita di un agente di prevenire o ridurre 1'espressione di
IT-11 pud essere analizzata delerminando la capacita dell'agente di
inibire 1'espressione del gene o proteina =11 da parte di

fibroblasti o miofibroblasti, ad es. flibroblasti 1 miofibroblasti

cardiaci/atriali. Queslo pud essere valutato, ad esempio, in
un'analisi in cul i Fibroblasti o 1 miefibroblasti vengono stimolati

con IL-11 o TGEFAL e viens misurata 1'espressione del gene o proteina
di 1L-=11.

Ridurre la quantita di IL-11R disponibile per il legame a IL-11
ed iniziare la segnalazione produlttiva fornisce un mezzo alternaltivo
per ridurre 1 livelli di segnalazione stimolata da IL-11. Di

conseguenza, in aspettl correlati gui descrilbli, il trattamento,
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prevenendo o alleviamento della Ffibrosi possono essere forniti

mediante la somministrazione di un agente in grado di prevenire o
ridurre 1'espressione di TL-11R da parte delle cellule del soggetto,
ad es. da parte di fibroblasti o micofibroblasti.

In alcune forme di realizzazione, un agente in grado di
prevenire o ridurre 1'espressione di TL-11R  pud  essere  un
oliganucleatide in grado di reprimere o silenziare 1'espressione di
IL=-11R,

Di conseguenza, la presente divulgazione comprende anche 1'uso
di Ltecniche nobte nel campo per la sotto-regolazione terapeulica
dell'esprassione  di TL-11R. (Z) Questi comprendono  1'use di
oligonucleotidi antisenso e interferenza di RNA (RNAi). Come in altri
aspelLli della presenle divulgazione, gueste tecniche possono essere
usate nel trabtamento della fibrosi.

D1 consceguenza, la presente divulgazione lornisce un metodo per
11 trattamento o la prevenzione della fibrosi, i1l metodo comprendendo
somministrare ad un soggetto c¢he necessila del trattamento, una
guantita Lerapeuticamente eflficace di un agente in grado di prevenire
o ridurre Ll'eapressione di IL-11R, in cui L'agente comprende un
vettore che comprende un oligonucleobide terapeutico in grado di
reprimere o silenziare l'espressione di I[L-11R.

La presenle divulgazione fornisce anche un melbodo per il
Lratlamento o la prevenzione della Fibrosi, il melodo comprendendo
somministrare ad un dgoggello che necessita del tratbamento, una

quantila terapeuticamente efficace di un agente in grado di prevenire
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o ridurre l'esﬁressiona di IL-11R, in cui I1'agente comprende un
veltore di oligonucleotidi, opzionalmente un vettore virale, che
codifica un oligonucleotide terapeutico in grado di essere espresso
nelle cellule del soggetto, l'oligonucleotide terapeutico espresso
essendo in grado di reprimsre o silenziare 1'espressione di IL-11R.

La capacitd di un agente di prevenire o ridurre 1'espreassione di
IL-11R pud essere analizzata determinando la capacita dell'agente di
inibire l'espressione del gene o proteina IL-11R da parte di
fibroblasti o miofibroblasti, ad es. fFibroblasti 1 miofibroblasti
cardiaci/atriali. Questo puo essere valulalo, ad esempio, in
un'analisi in cui i fibroblasti o [ miofibroblasti vengono stimolati
con LL-11 o TGFA1 & viene misurata 1'espressione del gene o proteina
di TL-11R.

In forme di realizzazione preferite, IL-11R pud essere 1L-11Rwx,

Nel presente testo “anticorpo” comprende un frammento o derivalo
di un anticorpe, o un anticorpo sintebico o frammento di anticorpo
sintetbico.

Gli anticorpi possono essere forniti in forma isolata o
purificata. Gli ankbicorpi possono essere formulati come  una
composizione farmaceutica o medicinale.

Alla luce delle tecniche odierne in relazione alla tecnologia
degli anticorpli monoclonali, gli anticorpi possono essere preparati
per la maggior @parte degli antigeni. La porzione di leganme

all'antigene pud far parte di un anticorpo (ad esemplo un frammento
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Fab) o un frammento di anticorpo sintaelice 8ad csempio un Frammento
v a ecatena singola  [BcFv]). Anticorpi monoclonali adatbi per
selevionare gli antigeni possono essere preparaici mediante Lecniche
note, ad esempio quelli descritte in “Monoclonal Antibodies: A manual
of techniques”, H. Zola (CRC Press, 1988) ed in “Monoclonal Hybridoma
Anlibodies: Technigues and Applications”, J.G.R. Hurrell (CRC Press,
1982). Gli anbicorpi chimerici scono discussi da Neuberger el al.
(Lagg, 8° Simposio di Blotecnologia TInternazionale, Parte 2, 792-
799) .

Gli anbicorpi monoclonali (mAb) sono  ubili nei melodi
dell'invenzicne e sono una popolazione omogenea di  anticorpi che
bhersagliano specificatamente un singolo epitopo sull'antigene,

Gli antbicorpi policlonali sono  ubili nei metodi della
invenzione. Sono preferiti anbicorpl policlonali  monospecifici.
Anticorpi policlonali adatti possono essere preparati utilizzando
procedimentli ben noti nel campo.

Frammenti di legame all'antigene di anticorpi, come Fframmenti
Fab o [Fab, possono pure essere usati/forniti come pure anticorpi e
frammenti di anticorpi ingegnerizzali geneticamente. | domini pesante
variabile (Vi) e leggerc variabile (Vy) dell'anticorpo sono implicati
nel riconoscimento dell'antigene, un fatto riconosciulo per la prima
volta dagli iniziall esperimenti di digestione con proteasi,
Ulleriore conferma ¢ stata trovata dalla “umanizzazione” di anticorpi
di roditori. I domini variabili di origine da roditori possono esserao

fusi a domini coslanli di origine umana in modo tale che 1l'anticorpo
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risultante conservi La specificita antigenica dell'anlicorpo

parentateo di roditore (Morrison et al, (1984), Proc. Natl. Acad. Sci.
UsA, 81, 6851-6855).

La specificild anligenica viene conferita dai domini variabili
ed & indipendente dal domini costanti ed & nolo da egperimenti che
implicano 1'espressione batterica di frammenti di anticorpo, che
contengono tutti uno o pid domini wvariabili. Quelle molecole
comprendono molecele Fab-simili (Better et al. (1988), Science, 240,
1041); molecole v (Skerra et al. (1988), Science, 240, 1038);
molecole Fv a singola catena (8cFv) dove 1 domini di partner V, e V,
sono collegati atlraverso un oligopeptide fleasibile (Bird et al.
(1988), S8cience, 242, 423; Huston et al. (1988), Proc. Natl. Acad.
Sci USA, 85, 5879) ed anticorpl a singolo dominio (dAb) comprendenti
domini V isolati (Ward et al. (1989), Nature, 341, 544). Una rassegna
generale delle tecniche implicakte nella sintesi di frammenti di
anticorpi che conservano 1 loro sitl di legame specificl si trova in
Winter & Milstein (1991), Nature, 349, 293-209009.

Con “molecole Sckv” intendiamo molecole in cui i domini di
partner Vy ¢ V, sono legati covalentemente, ad es. mediante un
oligopeptide [lessibile.

Frammentbi di anticorpi Fab, Fv, Sckv e dAb possono essere Lulli
espressi e secrebi da FB. coli, consentendo cosi una produzione facile
di grosse guantita di delli [rammenti.

AnlLicorpi interi e frammenti F(ab'), sono “bivalenti”. Con

“hivalenli” intendiamo che detti anticorpi e frammenti F{ab'), hanno
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due siti di combinazione all'antigenes. Al contrario, frammenti Fab,
Fv, Sckv ¢ dAb sono monovalenli, avendo un unico sito di combinazione
all'antigene. Gli anticorpi sintetici che si legano a IL-11 o a IL

11R possono pure esgsere reallzzati utilizzando la tecnolegia di
display fagico come é ben noto nel campo.

Gli anlicorpi possono essere prodobLti mediante un processo di
maturazione ad affinita in cui viene generato un anticorpo modificato
che ha un miglioramento nell'affinita dell'anticorpo per |'antigene,
rispetto ad un anticorpo parentale non modificato. Anticorpi maturati
ad affinitd possono essere prodotti mediante procedure note nel
campo, ad es., Marks et al., Rio/Technology. 10:779-783 (1992);
Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91:3809-3813 (1994);
Schier et al., Gene, 169:147-155 (1995);: Yelton et al., J. Immunol.,
155:1994-2004 (1295%); Jackson et al., J. Tmmunol., 154(7):331 0-15 9
{1995); e Hawkins et al., J. Mol. Biol,, 226:889-896 (1592).

Gli  anticorpi secondo la presente divulgazione presentano
preferibilmente legame specifico per 1L-11 o IL-11R. Un anticorpo che
51 lega gpeciflicalamenle ad una molecola bersagiio preferibilmente si
lega al bersaglio con maggiore affinita e/o con maggiore durata
rispetto a quando 51 lega con altri bersagli. In una forma di
realizzazione, la misura di legame di un anticorpo al suo bersaglio
non correlato & minore di circa il 10% del legame dell'anticorpo al
bersaglic come misurato, ad es., mediante ELISA o mediante analisi
radioimmunologica (RIA). In allernaliva, la specificita di legame pud

essere riflessa in termini di affinita di legame ove Ll'anlicorpo si
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lega a TL-11 o a TIL-11R «on una K, che & almena di 0,1 ordine di
grandezza {(cioé 0,1 X 10", dove n & un numero inLero che rapprescenta
l'aerdine di grandezza) maggiore della Ky dell'anticorpo verso
un'altra molecola bersaglio, ad es. un altro membro della famiglia di
IL=11 come IL-6 o il recelbbtore di 1L-6. Questo pud essera
opzionalmente almeno uno di 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
.0, 1,5 0 2,0,

Gli anticorpi possono esgsere marcati in modo rivelabile o,
almeno, in grado di essere rivelali. Tali anticorpi essgendo uLili sia
per applicazioni in wvive ({(ad es., in procedimenti di imaging o
acquisizione di immagini) ed in vitro (ad es., in procedimenti di
analisi). Ad esempio, l'anticorpo pud essere marcabo con un  alomo
radioattiveo o molecola colorata o molecola fluorescente oppure una
molecola che possa essere facilmenle rivelata in un gualsiasi albro
modo. Molecole rivelabili adatte comprendono proteine fluorescenti,
luciferasi, substrati enzimaticl e radiomarcatori. La frazione di
legame pud essere marcata direttamente con un marcaltore rivelabile
oppure pud essere marcata in modo indiretto. Ad esempio, la frazione
di legame pud essere un anticorpo non marcato che pud essere rivelato
mediante un altro anticorpo che & esso sbesso marcalo. in
alternativa, il secondo anlicorpo pud avere legalto ad esso biotina od
il legame di streptavidina marcata alla biotina viene utilizzato per
marcare in modo indiretto il primo anticorpo.

Aspetti della presente divulgazione comprendono anticorpi

bispecitici, composti ad es. da due diversi frammenti di due diversi
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anticorpi, in modo tale che 1'antbicorpo bhispecifico si leghi a due
tipi di anligene. Uno degli antigeni & 1L-11 o [1,-11R, l'anticorpo
bispecifico comprendenle un [rammento come gui describbto, che s5i lega
a IL-11 o a TL-1lR. L'anticorpo pud contenere un diverso f[rammento
avente affinitd per un secondeo antigene che pud essere un gualsiasi
ankigene desideralo. Tecniche per la preparazione di anticorpi
bispecifici sono ben note nel campo, si veda ad es. Mueller D., et
al. (2010, Biodrugs, 24(2):82-98), Wozniak-Enopp G., eb al. (2010,
Protein Eng. bes., 23(4):829-297. Baeuerle P.A., et al, (2009, Cancer
Res., 69(12):494]1-4944) .

In alcune forme di realizzazione, l'anticorpo bispecifico viene
fornito come una proteina di  fusione di formato di due frammenti
variabili a caltena singola (scFV), comprendente una V, & V., di un
anticorpo di legame a IL-11 o TL-11R o frammento di anticorpo ed una
Vy ed una V. di un altro anticorpo o frammento di anticorpo.

Anticorpi  Thispecifici e frammenti di legame di antigeni
bispecifici possono essere fornilki in qualsiasi Tormaloe adatto, come
ad esempio gquei formabi descritti in Kontermann MAbs 2012, 4[2):182-
197. Ad esempio, un anticorpo bispecifico o frammento di legame
all'antigene bispecifico pud essere un coniugato di anticorpo
bispecifico (ad es. una IgGZ, F{ab'), o CovX-Body), una molecola di
1gG o di I[gG-simile bispecifica (ad es., 1gG, sclvy,-1lg, lgG-sclv-IqgG,
bvb-1g, LgG-svD, sVD-I1gG, 2 in l-1gG, mAb’ o Tandemab common LC), una
molecola 1gG o 1gG-simile bispecifica asimmetrica {ad es. una kih

TgG, kih IgG common LC, cross-mAb, kih IgG-scPab, mAb-Fv, coppia di



37 Ing. Marco MONTEBELLI
MO08.DI1.5SM.59E USBM_EP10O01

=

carica o SkEED-body), una piccola molecola di anticorpo bispecifica
(ad es. un diacorpo (Dbh), dsDb, DART, scbDb, tandAb, sckv Landem
{(Lakv), dAb tandem/VHH, triplo corpo, tripla testa, Fab-sclv o
Flab'),-scPFv,), un Fc bispecifico ed una proteina di fusione Cg3 (ad
es,, taFv-Fec, Di-diacorpo, scbhb-Cy3, schv-Fe-sclfv, HCAb-VHH, scFv-
kih-Fe o scFPv-kih-Cy3) o una proteina di fusione bispecifica (ad es.
una sckve.—albumina, schb-albumina, tafv-tossina, DNL-tab,, DNL-Fab,-
IgG, DNL-Fab,-IgG-citochina). S5i veda in parlticolare la PFigura 2 di
Kontermann, MAbs, 2012, 4(2):182-19.

Procedimenti per produrre anticorpi bispecifici comprendono
relicolare anticorpi o frammenti di anticorpi, ad es. con legami
disolfuro riducinili oppure legami tisetere non riducibili, ad
esempio come descritto in Segal e Bast, 2001, Production of
Bispecific Antibodies. Current Protocels in TImmunology, 14:IV:Z.L13:
2.13-1-2,13.,16. Per esempio, N-succinimuidil-3-{2-piridillio)-
propionato (SPDP) pud essere utilizzato per reticolare chimicamente,
ad es., [lrammenti di Fab attraverso gruppi 5H di regione di cerniera
per creare eterodimeri F(ab); bispecifici legati con disolfuro.

Altri procedimenti per produrre anticorpi bispecifici
comprendeno fondere ibridomi di produzione di anticorpi, ad es. con
polietilen glicole, per produrre una cellula di guadroma in grado di
secernere un anticorpo bispecifico, ad esempio come descritto in D.M.
e Bast B.J., 2001, Producbtion of Hispecific Antibodies. Current

Protocols in Immunology. Ll4:1v:2.13:2.13.1-2.13.16.

Gli anticorpi bispecifici e frammenti di legame all'antigene
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bispecifici possono anche essere prodotbi in modo ricombinante, ad
es. mediante espressione da un costrutto di acidoe nucleico che
codifica polipeptidi per le molecole di  legame z217'antigene, ad
esempio come descritto in  Antibody Engineering: Mebthods  and
Protocols, seconda edizione (Humana Press, 2012), capitolo 40:
Production of Bispecific Antibodies: Diabodies and Tandem sckv
{(Horning e [Faher-Schwarz) or French. How to make bispecific
antibodies, Melhods Mol, Med., 2000;40:333-339,

Ad esempio, un costrutto di DNA che codifica domini variabili di
catena leggera e pesante per 1 due domini di legame all'antigene
{(ciod © domini variabili di catena leggera e pesanle per i1 dominio
di legame all'antigene in grado di legare IL-11 o IL-11R ed i domini
variabili di catena leggera e catena pesante per il dominio di legame
a4l 'anligene in grado di legarsi ad un'altra proleina bersaglio) e
conprende sequenze che codificano un linker adatteo o un dominio di
dimerizzazione fra i domini di legame all'antigene possono essere
preparati mediante tecniche di clonazione molecolare. L'anticorpo
bispecifico ricombinante nel seguito pud essere prodotto mediante
espressione {(ad es. in vitre) del costrubtbo in una cellula ospite
adatta (ad es. una cellula ospite di mammifero) e l'anticorpo
bispecifico ricombinante espresso pud quindi essere opzionalmente
purificato.

Aptameri
Gli aptameri, chiamati anche ligandi di acidi nucleici, sono

molecole di acide pucleico caratterizzale dalla capacitd di legarsi
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ad una molecola bersaglio con alta specificita ed alta affinita.
Quasi ogni aptamero identificato finora & una molecola non presente
in natura.

Gli aptameri per un dato bersaglio (ad es. IL-11 o IL-11R)
possono essere ldentificati e/o prodotti mediante il procedimento di
Systemabtic mveluLion of lLigands by EXponential enrichment (SELEX™) .
Gli aptameri e B8ELEX sono descrilbi in Tuerk e Gold (Syslemalbic
evolution of ligands by exponential enrichment: RNA ligands to
bacteriophage T4 DNA polymerase. Science. 3 agosto 1990; 249(4988):
505-10) ed in WO 91/19813.

Gli aptameri possono essere molecole di DNA o RNA ¢ possono
essere a filamento singolo o© a filamento doppio. L'aptamero pud
comprendere acidi nucleici chimlicamenle modificati, ad esempio in cul
lo zuechero e/o fosfato e/o una base & modificato chimicamente. Tali
modifiche possono migliorare la stabilitd dell'aptamero o rendere
l'aptamero pil resistente al degrado ¢ possono includere modifiche in
corrispondenza della posizione 2' del ribosio.

Gli aptameri possono essere sintebizzabl mediante procedimenti
che sono ben noti agli esperti del ramo. Ad esempio, gli aptameri
possono essere sintetizzati chimicamente, ad es. su un supporto
solido.

Sintesi in fase solida puo utilizzare La chimica  di
fosforammidite. In breve, un nucleotide supportato in modo seolido
viene detritilato, gquindi accoppiato ad una fosforammidite nucleoside

atltivalto opportunamente per formare un legame di fosfito triestere,
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L'incappucciamento o  capping pud  quindi  avvenire, sequito  da
nasidazione del fosfite triestere con un ossidante, Lipicamente
iodio. Il ciclo pud quindi essere ripetuto per assemblare |'aptamero.

Gli aptameri possono essere pensall come equivalentbi dell'acido
nucleico degli anlicorpi monoclonali ed hanno spesso valori Ky
nelltintervalle di nM o pM, per es. meno di 500 nM, 100 nM, 50 nM, 10
nM, ! nM, 500 pM, 100 pM. Come con gli anticerpi monoclonali, possono
essere utili virtualmenle in  qualsiasi  situazione in cui sia
necessario i1 legame al bersaglio, compreso l'uso in applicazioni
terapeutiche e diagnostiche, in vitro o in vive. In applicazioni
diagnestiche in wvitro, si puo includere 1'uso della rivelazione di
presanzda o assenza di una molecola bersaglio.

Gli aptameri secondo la presente divulgazione possono essere
forniti in forma purificata o isolata. Gli aptameri scconde la
presenle divulgazione possono essere flormulabi  come composizione
farmacaulica o medicinale.

ApLameri adalti possono opzionalmente avere una lunghezza minima
i 10; Ly 12; 13; 14, 1h; 1é6; 17 18; 18, 20; 20, 22; 23; 24; 25;
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 233, 34, 35, 36, 37, 38, 38 o 40
nucleotidi.

Aptameri adatti possono opzionalmente avere una lunghezza
massima di 20, 2L1; 22, 23, 24, 25, 26; 27, 28, 2%, 30y 31, 32, 33;
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, &0, 61, 62, 63, 64, 65, 66, &7,

68, 69, 70, 71, 12, 73, 74, 15, 76, 7, 78, 19 o 80 nucleotidi.
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Aptameri adatti possono opzionalmente avere una lunghezza di 10,
11, 12, 13, 14, 15, l&, 17, 18, 19; 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 15, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,

7, 5B, 53, 60, 61,

L

453, '16‘- 47, 48; dgr LI)U; 51; 52; 53p 5df 55; 56;
62, 63, B84, 65, 66, 6/, B, &9, o0, V1, 12, 73, T4, 15, Ve, 17, T8,
79 o 80 nucleotidi.

Repressione di oligonucleotidi dell'espressione di [L-11 o di IL-11R

Molecole di oligonucleotidi, in particolare RNA, possono essere
impiegate per regolare 1'espressione genica. Queste comprendono
oligonucleotidi antisenso, degrade mirate o bersagliato di mBRNA da
parte di picecoli RNA di interferenza (siRNA), silenziamento genico
post-trascrizionale (PTG)repressions di traduzione sequenza-spocifica
regolata per sviluppo di mRNA da parte di microRNA (miRNA} e
silenziamento genlco Lrascrizionale bersagliato o mirato.

Un oligonueleotide anlisenso & un oligonucleolide, prefaribilmenlsa
a filamento singolo, che bersaglia e si lega, mediante legame di
sequenza complementare, ad un oligonucleclbide bersaglio, ad es. mRNA.
Quando 1'oligonucleotide bersaglio & mRNA, il legame dell'antisenso a
mRNA blocca la traduzione dell'mRNA e 1'espressione del prodotto
genico. Oligonucleotidi antisenso possono essere progettati  per
legarsi ad acide nucleico genomico senso cd inibire la trascrizione
di una sequenza nucleotidica bersaglio.

Alla luce delle sequenze di acide nucleico note per 1L-11 (ad
es. sequenze di mRNA note disponibili da GenBank® con 1 numeri di

accessione BCO12506.1 GI:153417%4 (umana), DBC134354.1 GI:126632002
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(marina), AF347935.1 G1:13549072 (di ratto)) ed IL-11R ({ad es,.
sequenze  di mRNA  note disponibili da GenBank® con 1 numeri  di
accessions NM 0011427842 G1:391353394 (umana) , NM 00116340.1
GI:254281268 (murina), NM 139116.1 GI:20806172 (di ratto)), gli
oligonucleotidi possono essere designabi per reprimere o silenziare
1'esprossione di IL-11 o di [L-11R. Tali oligonucleotidi possono
avere una qualsiasi lunghewza, ma sono preferibilmente corti, ad es.
meno di 100 nucleotidi, ad es. 10-40 nucleotidi o 20-50 nucleotidi e
possono comprendere una sequenza di nucleobidi avente complementarila
compleba o quasi completa {(ad es., 80%, B85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
945%, 96%, 97%, 98B%, 99% o 100%, di complementarietd) con una sequenza
di  nuecleotidi di  lunghezza corrispondents  nell'oligonucleotide
bersaglio, ad es. mBRNA di IL-11 o di I1L-11R. La regione di
complementarieta della sequenza di nucleotidi pud avere una gualsiasi
lunghezza, ma & preferibilmente di almeno 5 e opzionalmente non pin
di 50 nucleotidi di lunghezza, ad es. 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 2&, 27, 28, 2%, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, A48,
19 o 50 nucleotidi.

La repressione dell'espressione di 1L-11 o IL-1IR preferibilmente
dara come risultato una diminuzione della quantita di IL-11 o TL-11R
gapressa da una cellula, ad es. da un fibroblaslto o miofibroblaslo.
Ad esempio, in una data cellula, la repressione di IL-11 o IL-11R
mediante somministrazione di  un acido nucleico adatto dara come

risultalo dimindzione della gquantita di IL-11 o IL-11R espressa da
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quella cellula risgpetfo alla cellula non btrallata, Lé repressione pud
essere parziale. Gradi preferiti di repressione sono almeno il 50%,
pitt preferibilmente almeno 11 60%, 70%, 80%, 85% o 20%. Un livello di
repressione fra il 90% ed il 100% & considerato un “silenziamento”
dell'espressione o funzione.

E stato dimostratoe un ruolo per il macchinar‘o di RNAI e piccoli
RNA nel bersagliamento di cemplessi di eterocromatina e silenziamenbo
genico epigenctico in corrispondenza di specifici loci cromosomiali.
Silenziamenlo post-Lraduzionale dipendente da RNA a doppio filamento
(dlsRNA), nolko anche come interferenza di RMNA (RNAL) & un fenomeno in
cui i complessi di  dsRNA possono bersagliare geni  specifici di
omologia per il aillenziamento in un breve periodo di tempo. Questo
agisce come segnale per promuovere la degradazione dell'mBNA  con
identita di sedquensa . Un 51RNA da 20 nL e generazione
sufficientemente lungo da indurre silenziamento gene-specitice, ma
abbaslanza breve da evadere la risposta dell'ospite, La diminuzione
di espressione di prodotti genici bersagliati pud essere estesa con
il 90% di silenziamento indotto da poche molecole siENA. Agenli
terapeutici basati su RNAL sono progrediti in prove cliniche in fase
I, Il e 11l per una pluralita di indicazioni (Nature, 22 gennaio
2009:457(7228) :426-4373) .

Nel campo, tali sequenze di BNA  sone denominate  “RNA  di
interferenza corli] o piccoli” (siRNA) o “microRNA” (miRNA) in base
alla loro origine. Entrambi 1 tipi di sequenza possonc essere

utilizzati per sotto-regolare 1'espressione genica legandosi a RNA
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complementari e o innescando climinazione di mRNA (RNAL) o arrestando
la traduzione di mRNA in  proleina., sSiRNA  sono  derivati  dal
tratbtamento di RNA a doppio [ilamento lunghi e guande trovati in
natura sono tipicamente di origine escgena. Micro-RNA di interferenza
(MiRNA) sono piccoli RNA non di codifica codificati in modo endogeno,
derivati dal tralbtamento di hairpin o forcine corte. Sia 3iRNA che
miKNA  possono  inibire la Lraduzione di mBENA che porta sequenze
hersadlio parzialmente complementari senza scissione di o BNA e
degradano mBNA che portano sequenve completamente complemenlari.

Di  conseguenza, la presente divulgazions tfornisce 1'usc di
sequenze di oligonucleotlidi per la sotto-regolazione dell'espressione
di TL-11 o IL-L1R.

Ligandi di siRNA sono tipicamente a doppio filamento e, al fine
di ottimizzare 1'efficace della soblo-regolazione mediata da RNA
della funzione di un gene bersaglio, =i preferisce che la lunghezza
della molacola siRNA venga scelta in modo da garanbire riconoscimento
corretto  di siRNA da parte del complesseo RISC che media il
riconascimento da parte di siRNA dell'mRNA bersaglic ed in modo tale
che siRNA  sia sufficientemente corto da ridurre la risposta
dell'ospite.

Ligandi di miRNA sono tipicamenle a [Filamento singoleo ed hanno
regioni c¢he gono parzialmente complementari, il che consente che 1
ligandi formiro un hairpin o forcina, miRNA sono geni di RNA che
vengono trascritti dal DNA, ma non vengono tradotti in una proleina.

Una sequenza di DNA che codifica un gene di miRNA & pid lungo di
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miRNA, Questa scquenza di DNA comprende la sequenza di miBNA aed un
complemento inversc approssimativo. Quando questa sequenza di DNA &
Lrascritta in una molecola di RNA a filamenteo singolc, la sequenza di
miRNA e la sua pala di basi a complemento inverso formano un segmento
di RNA parzialmente a doppio filamento. La progettazione di sequenze
di microRNA & discussa in John et al., PLo5 Biolegy, 11(2), 1B8&2-
1879, 2004.

Tipicamente, i ligandi di BNA volti a mimare gli effetbi di
SiRNA o miRNA hanno fra 10 e 40 ribonucleckidi (o loro analoghi
gintetici), pit preferibilmente fra 17 e 30 ribonucleotidi, pil
preferibilmenta fra 19 e 25 ribonucleolidi o maggliormente
preferibilmente fra 21 e 23 ribonucleotidi. Ia alcune forme di
realizzazione della divulgazione che impiegano siRNA a doppio
filamento, la molecola pud averce overhang 3' o sporgense simmelriche,
ad es. di uno o due {ribo)nucleotidi, tipicamente un UU di un
overhang 3' dldl. Sulla base della divulgazione qui fornita,
1'esperto del ramo pud facllmente progettare sequenze adatte di siRNA
e di miRNA, ad esempio utilizzando risorse come Ambion siRNA finder.
Sequenze di S1iRNA e miRNA possono essere prodolte sinteticamente ed
aggiunte in modo esogeno per provocare la sotto-regolazione di geni
oppure esscre prodotle ulbilizzando sistemi di espressione (ad es.
vattori). In una forma di realizzazione preferita, 1l =iRNA viene
sintetizzato in modo sintelico.

RNA a doppio filamente lunghi possono essere lavorati nella

celiula per produrre siRNA (51 veda ad csempio Myers (2003), Nature
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BioLechnology, 21:324-328). Molecole di  dsRNA pin  lunghe possono
avere overhang 3' o 5' simmetrici, ad es. uno o due (ribe)nucleotidi
oppure possono avere estremitd smusse. Molecole di dsRNA pid lunghe
possono essere di 25 nucleotidi o piu. Preferibilmente, le molecole
di dsRNA pit lunghe sono fra 25 e 30 nucleotidi di lunghezza., Pin
preferibilmente, le molecole di dsRNA pito lunghe sono fra 25 e 27
nucleotidi di lunghezza. Maggiormente preferibilmente, le molecole di
dsRNA pin lunghe sono di 27 nucleotidi di lunghezza. -dsRNA con 30
nucleobtidi o pin di lunghezza possono essere espressi ulilizzando il
pDECAP di vettore (Shinagawa el. al., Genes and Dev., 17, 1340-5,
2003) .

Un'altra alternativa & 1'espressione di una molecola di RNA a
forcina corta (shRNA) nella cellula. shRNA sono pit stabili rispello
a SiRNA sintetici. Una shRNA consiste di brev! ripetizioni invertite
separate da una piccola sequenza di loop. Una ripetizione invertita &
complementare al bersaglic genico. Nella cellula, 1'shRNA viene
lavorabo o Lrabtate da DICKER in un siRNA che degrada 1'mRNA del gene
bersaglio e sopprime 1'espressione. In una forma di realizzazione
preferita, shRNA viene prodotto in modo endegeno (all'interno di una
cellula) mediante Lrascrizione da un veltore. shRNA possono essere
prodotti all'interno di una cellula mediante transfezione della
cellula con un velbtore che codifica la seguenza di shRNA sobto i1
controllo di un promotore di RNA polimerasi TIT come un promobore
umano H1 o 78K o promotore di una RNA polimerasi IT. In alternativa,

] '"shBNA pué essere sintetizzato in modo esogeno (in vitro) wediante
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Lrascrizione da un veltore. L'shRNA pud guindi essere ineramLto
direttamente nella cellula. Preferibilmente, la molecola di shRNA
comprende una sequenza parziale di [L-11 o LL-11R. Preferibilmente,
la sequenza di shRNA & fra 40 e 100 basi di lunghezza, pin
preferibilmente fra 40 e 70 basi di lunghezza. Lo stelo della forcina
¢ preferibilmente fra 19 & 30 paia di basi di lLunghezza. Lo stelo pud
contenere  appaiamenti 5= per slabilizzare la strubbtura della
forgina.

Molecole di siRNA, molecole di dsRNA pild lunghe o molecnle di
miRNA  possono assore prodotle in  modo ricombinante medianle
Lrascrizione di  una sequenza di acidso nuecleico, preferibilmente
contenuta all'interno di un vettore, Preferibilmente, la molecola di
aiRNA, la molecola di dskRNA piu lunga o la molecola di  miRNA
comprendone una sequenza parziale di 1L-11 o di LL-11R.

In una forma di realizzaziona, siRNA, dsBNA pin lungo o miRNA
viene prodotto in modo endegeno (all'interno di una eellula) mediante
trascrizione da un veltore. T1 vetbtore pud essere inlrodolblo nella
cellula in qualsiasi dei modi noti nel carpo. Opzionalmente,
l'espressione della sequenza di RNA pud essere regolata utilizzando
un promotore specifico per il tessuto (ad es. specifico per cuore,
fegato, rene o occhio). In un'ulteriore forma di  realizzazione,
s1RNA, dsRNA pin lungo o miRNA viene prodotto in modo esogeno (in
vitro) mediante Lrascrizione da un vettore,

Vettori adatti possono essere  vetTori di  oligonucleotidi

configurati per esprimere |'agents di oligonucleotide in grado di
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compilere repressione di I1L-11 o di TL=11R. Tali vettori possono
essere vettori wvirali o vellori plasmidici. IL'oligonucleotide
terapeutico pud essere incorporato nel genoma di un vettore virale ed
operalivamente legato ad una sequenza regolatoria, ad es. promotore,
che guida la sua espressione, T1 termine “operativamente legalo” pud
includere la situazione in cul una sequenza di nucleotidi scelta ed
una sequenza di nucleolidi regelaboria sono lesgate in modo covalente
in modo lale da porre L'espressione di una sequenza di nucleotidi
sotte 1'influenza o il «controlle della sequenza regolatoria.
Pertanto, una sequenza regolatoria @& operativamente legata ad una
sequenza nucleotidica scelta se la sequenza regolatoria & in grado di
effettuare la trascrizione di una sequenza nucleotidica che fa parte
di o tutta la sequenza nucleotidica scelta.

Vetltori di virus che codificanco scquanze di siBNA espresse dal
promotore sono note nel campo ed hanno il beneficio dell'espressione
a lungo termine dell'eligonucleotide terapeulico., Esempi comprendono
vettori lentivirali (Nature, 22 gennaio 2009; 457(7228):426-433),
adenovirus (Shen et al., FEBS Lett., 27 marzo 2003; 539(1-3):111-4) e
retrovirus (BarlLon e Medzhibtov, PNAS, 12 novembre 2002, wval. 99, n.
23, 14943-14945) .

In altre forme di realizzawione, un vettore pud essere
configurate per assistere nell'erogazione dell'oligonucleolide
terapeutico al sito al quale ¢ necessaria la repressione della
espressione di TL-11 o TL-11R. Tali vettori Lipicamente comprendono

complessamenlo dell'oligonucleotide con un vettore a carica positiva
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(per es., peplidi di penelrazione di cellule cationici, polimeri e
dendrimeri cationici e lipidi cationici); coniugare l'oligonucleotide
con una molecola piccola (ad es. colesterolo, acidi billari e
lipidi), polimeri, anticorpi e mRNA; o incapsulare l'oligonucleotide
in formulazioni di nanoparticelle (Wang et al., AAPS J., dicembre
2010; 12(4):492-503) .

In una forma di realizzazione, un vellore pud comprendere una
sequenza di  acido nucleico in orientamento sia di  senso  che
antisenso, in modo tale che guando espresso come RNA, le seziond
genso  ed anlisenso 51 assoclano per formare un RNA a doppio
filamento.

In alternativa, molecole di siRNA possono essere sintetizzate
uttilizzando tecniche di sintesi in fase selida o in soluzione
standard, come & noto nel campo. Collegamenti fra nucleobidi possono
essere legami fosfodiestere o alternative comprendono, ad esempio,
gruppi di legame di  formula P(0O)S, (Licate); P(5)5, (ditioato);
POYNR'Z; P(O)R'; P{OJORG; CO; o CONR'2 in cui R & H (o un sale) o
alchile (1-12C) e R6 & alchile (1-92) & unito ad intermedi adiacenl|
attraverso -0- o -5-,

Basi nucleotidiche modificate possono essere usate in aggiunta
alle basi presenti in natura e possono  canferire proprieta
vantaggiose alle molecole di siRNA che le conlengono.

Ad esempio, basi modificale possono aumenlare la slabilita della
molecola di siRNA, cosi da ridurre la quanbila richiesta per il

gilenziamento. La fornitura di basi modificate pudé anche fornire
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molecole di siBNA che sono pid stabili o meno stabili di siRNA nan
modificalo.

Il termine “base nucleotidica modificata” comprende nucleotidi
con una base e/o zucchero modificata in modo covalente. Ad esempio, i
nucleotidi modificati comprendono nucleolidi aventi zuccheri che sono
attaccati in modo covalente a gruppi organici a basso peso molecolars
diversi da un gruppo ossidrile in posizione 3' e diversi da un gruppo
fostfato in posizione 5'. [ nucleotidi cosi modificati possono anche
includere zuccheri 2' sostitulbi come 2'-0O-metil-; 2'-0O-alchile; 2'-
0-allile; 2'-5-alchile; 2'-8-allile; 2'-fluoro-; 2'-alo o azido-
ribosio, analoghi dello zucchero carbociclici:; zuccherl a-anomerici;:
zuccheri epimerici come arabinosio, xilosio o lixosio, =zuccheri
piranosio, zuccheri furanosio e scdoeplulosio,

Nucleotidi modificati sono noti nel campo e comprendono purine e
pirimidine alchilate, purine e pirimidine acilate ed altri
eterocicli. Queste classi di pirimidine e purine sono ben note nel
campo e comprendono  pseudoisccitosina, N4,N4d-etanocitosina, 8-
idrossi-N6-metiladenina, 4-acelilecilosina, 5 (carbossiidrossilmetil)
uracile, S5-fluorouracile, b5S-bromouracile, S-carbossimelilamminometil-
2—-tiouracila, S5-carbossimelilanmminometil nracile, diidrouracile,
inosina, MNé-isopentil-adenina, l-metiladenina, l-melLilpseudouracile,
1-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, Z2-mebiladeninag, Z2-melilguaninag,
3—metilcitosina, S-metilcitosina, MNé-metiladenina, 7-metilguanina, b5-
metilamminometil uracile, S5-metossi amming metil-Z-tiouracile, D-

mannosilqueosina, bS-metossicarbonilmetiluracile, bS-metossinracile, 2-
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metiltio-Né6-isopenteniladenina, metil estere dell'acido uracil-5-
ossiacetico, pseudouracile, 2-tiocitosina, S5-metil-Z-tiouracile, 2-
tiouracile, 4-ticuracile, 5S-metiluracile, metil estere dell'acido N-
uracil-5-osslacelico, acido uracil-b%-oasiacelico, queosina, 2
tiocitosina, S-propiluracile, 5S-propilcitosina, 5-etiluracile, 5=
etileitosina, 5-butiluracile, &-pentiluracile, S-pentilcitosina e
2, 6-diamminopurina, metilpseudouracile, lT-melilguanina, l-metil-
cilbosina.

Procedimenti relalivi all'uso di RNAL per silenziare geni in C.
elegans, Drosophila, piante & mammiferi, sono noti nel campo (Fire
A., et al., 1998, Nature, 391:806-8l1; Fire A., Trends Genet., 15,
358-363 (1999); Sharp P.A., RNA Interference, 2001, GCenes Dev., 15,
485-490 (2001); Hammond 5.M., ei al., Nalure Hev. Genet,, 2, 110-1119
{(2001); 'Muzschl 1., Chem. Biochem., 2, 239-245 (2001); Hamilton A., et
al., SBcience, 286, 2950-952 (1999); Hammond S5.M., et al., Nature, 404,
293-296 (2000); Zamore P.D., et al., Cell, 101, 25-33 (2000);
Bernslein E., et al., Nature, 409, 363-366 (2001); Elbashir S.M., at
al., Genes Dev., 15, 188-200 (2001); WO 0129058; WO 9932619 ed
Flabshir 8.M., et al., 2001, Nature, 411:494-498).

Di conseguenza, la presente divulgazione fornisce acido nucleico
che @ in grado, gquando opportunamente inbtrodebto in, o espresso
all'interno di una cellula di mammifero, ad es. di un essere umano,
che altrimenti esprime [L-11 o I1L-11R, di sopprimere 1'espressione di
IL-11 o LL-11R da parte di RNAI.

L'acido nucleico pud avere sostanziale identita di seguenza ad
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una porzione di wmRNA di IL-11 o IL-11R, come definito in GenBank
numero di accessione NM 000641.3 GT:39135%3405 (TL-11) o 032324.1
Gr:975336 (IL-11R), oppure la sequenza complementare a detto mRNA.

L'acide nucleico pud essere siHNA a doppio filamento. (Come
| 'esperto del ramo pobtrda nolLare e come splegabo ulberiormente nel
seguito, una molecola di siRNA pud includere anche due brevi sequenze
di DNA 3'.)

In alternativa, l'acido nucleico pud essere un DNA (solitamente
DNA a doppio filamento) che, quando trascritto in una cellula di
mammifero, da un  RNA avente due porziocni complementari unite
attraverso uno spaziatore, cosl che L'RNA assume la forte di una
forcina quando e norzioni complementari ibridizzano fra di loro. In
una cellula df mammifero, la strublura a forcina pud essere s5cissa
dalla molecola mediante 1l'enzima DICER, per dare due molecole di RNA
distinte, ma ibridizzate.

Tn alcune Forme di realizzazione preferite, l'acido nucleico &
generalmente bersagliato alla sequenza di una di SEQ 1D NO:2-5 (IL-
11; Figura 11) o una di SEQ ID NO:7-10 (IL-11R; Figura 12),

Solamente  regioni a filamento singolo (cioé  non  auto-
ibridizzate) di un btrascribbe di mRNA si sospebto che siano bersagli
adatti per RNAi. Si propone gquindi che altre seqguenze molbto prossime
al trascritto di mRNA di IL-11 o IL-11R alla sequenza rappresentala
da una di SEQ 1D NO:2-5 o 7-10, possono essere bersagli adatti per
RNAL. Tali sequenze  bersaglio sono  preferibilmente di 17-23

nucleotidi di lunghezza e preferibilmente si sovrappongono ad una di
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13, 14, 1%, 16, 17, i8 o Ltutti 1 19 nucleotidi (in corrispondenza
dell'una o dell'altra estremita di SEQ TID NO:2-5 o 7-10).

Di conseguenza, la presente divulgazione fornisce acido nucleico
che & in grado, guande opportunamente introdotto in ed espresso in
una celluia di mammiferc che altrimenti esprime I[L=11 o IL=11R, di
sopprimere l'espressione di [L-11 o IL-1l1R da parte di RNAL, in cui
l'acido nucleico & in generale bersagliato alla sequenza di una di
SEQ 1D NO:2-5 o 7-10.

Con “generalmente bersagliato” si intende che 1'acido nucleico
pud bersagliare una sequenza che si sovrappone a SFQ ID NO:2-5 o 7-
10. ITn particolare, l1'acido nucleico pud bersagliare una seguenza di
mRNA di IL-11 o 1L-11R umano che & leggermente pin lunga o pit corta
di una di 8EQ ID NO:2-5H o 7-10 (preferibilmente da 17-23 nucleobidi
di lunghezza), ma che ¢ peraltro identica ad una di SEQ 1D NO:2-5% o
7-10.

Ci si aspetta che la perfetta identita/complementarieta fra
L'acido nucleico e la sequenza bersaglio non sia essenziale, sebbene
preferita. Di conseguenza, l'acido nucleico pud includere un singolo
mismatch rispetto a mRNA di IL-11 o LL-11R. Ci si aspetta, tuttavia,
che la presenza di anche un solo mismatch sia probabile che porti a
ridotta efficienza, cosicché 51 preferisce |'assenza di mismatch,
Ouando presenti, overhang o sporgenze 3' passono essere escluse dalla
conaiderazione del numero di mismatch.

I1 termine “complementarieta” non ¢ limitato all'appaiamento di
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basi convenzionali fra acido nucleico che consiste di ribe /o
deosasiribonucleobidi prasenti in  natura, ma  comprende  anche
appaiamento di  bhasi  fra mRNA ed acidi nucleici e non include
nucleobidi non nalburali.

In una forma di realizzazione, l'acido nucisico (indicabo qui
come siRNA a doppio filamento) comprende le seqgquenze di RNA a doppio
filamento mostrate in Figura 13 (IL-11; SFEQ ID NO:11-14).

In un'altra forma di realizzazione, l'acido nucleico (indicato
gqui come siRNA a doppio filamenteo) comprende l& seqguenze di RNA a2
doppio filamento mostrate in PFigura 14 (IL-11R; SEQ TD NO:15-18).

Tutbtavia, ci si deve anche aspelbtare che sequenze leggermente
pit corte o pia lunghe dirette alla medesima regione di mRNA di IL-11
o IL-1IR socno pure efficaci. In parlicolare, ¢i si aspetta che
sequenze a doppio filamente fra 17 e 23 bp di lunghezza sono pure
efflcaci.

[ Ffilamenti c¢he formana RNA a doppio filamento possono avere
overhang di dinucleotidi 3' brevi o corti, che possono essere DNA o
RNA. T'uso di un aoverhang di DNA 3' non ha effelbto sull'atbivita di
3iRNA rispetto ad un overhang di RNA 30, ma riduce il costo della
sintesi chimica dei filamenti di acide nucleico (Elbashir et al.,
2001e) . Per questa ragione, possono essere preferiti dinucleobidi di
[INA .

Quando presenti, gli overhang i dinucleotidi possono essere
simmetrici fra di loro, sebbene cid non sia essenziale., In effetti,

I'overhang 3' nel filamento di senso (superiore) & irrilevante per
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et

[TatbLivita di RNAiI, poiché non partecipa al riconoscimente o degrado
di mRNA (Elbashir et al., 200la, 2001lb, 2001c).

Sebbene esperimenti di  RNALI nella Dresophila mostrino che
overhang 3' antisenso possone partecipare al riconoscimento ed al
bersagliamento in mRNA (Elbashir et al., 2001c¢), overhang 3' non
appaiono necessari per l'attivita di RNALI di siRNA in cellule di
mammifero. Annealing scorrello di overhang 3' si ritiene quindi che
abbia scarsc effetto nelle cellule di mammifero (Elbashir et al.,
2001¢; Czauderna et al., 2003).

Un guantilativo overhang di dinucleotidi pud quindi essere usato
nel filamento antisenso di  siRNA. Nondimeno, il dinucleotide &
preferibilmente -UU o -UG {o -TT o -TG se 1'overhang & DNA), piu
preferibilmente -U0UU0 (o -TT). L'overhang di dinucleolidi -uU (o -T7T) &
maggiormente efficace ed & coerente con (cioé in grado di far parte
di) l'estremita di RNA polimerasi 111 del segnale di trascrizione (il
segnale terminatore & TTT) . DI conseguenza, questo dinucleotide @&
maggiormente preferito. Possono anche essare utilizzati i
dinucleotidi AA, CC e GG, ma sono meno ellicaci, di consegquenza meno
preferiti.

ITnoltre, gli overhang 3' possono essere omessi inleramenle da

&
=
=
=

La presente divulgazione [ornisce anche acidi nucleici a
filamento singolo (indicati qui come siBNA a filamente singole) che
consistono rispellivamente di un Filamente componente di uno degli

acidi nueleici a doppio filamento menzionati sopra, preferibilmente
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con overhang 3', ma op=zionalmente senza. TLa presente divulgazione
fornisce anche kit che contengono coppie di tali acidi nucleici a
filamente singolo, che sono in grade 4i ibridizzare fra di lore in
vitro per formare i siRNA a doppio filamento menzionati sopra che
possono quindi essere introdotti nelle cellule.

La presente divulgazione fornisce anche DNA  che, gquando
trascritto in una cellula di mammi fero, da un RNA (indicato qui come
shRNA) avente due porzioni complementari che sono in grade di auto-
ibridizzarsi per produrre un molivo a doppio filamento, ad es.
comprendente una sequenza dal gruppo che consisle di SEQ ID NO:11-14
o 15-18 o una sequenza che differisce da una qualsiasi delle sequenze
menziondabe sopra per una sostituziona di un paio di basi singola.

Le porzioni complementari in generale saranno unite da uno
spaziatore, «<¢he ha lunghezza adatta ed una sequenza tale da
consenlire che le due porzioni complementari ibridizzino fra di loro.
Le doe porzioni complemenbari (cicé sensc ed antisenso) poessono
essere unita 5'-3' in qualsiasi ordine. Lo spaziatore Uipicamente
sara una Ssequenza corta, di  approssimativamente 4-12 nucleotidi,
preferibilmente 4-9 nucleotidi, pit preferibilmente 6-9 nucleotidi.

Preferibilmente l'estremila in 5' dello spaziatore
(immediatamente in 3' della porzione complementare a monte) consiste
dei nucleotidi -UU- o -UG—, ancora preferibilmente -0UU- (anche se,
ancora, l'uso di quesli particolari dinucleotidi non & essenziale}.
Uno spaziatore adatto, raccomandato per 1l'uso nel sislema pSuper di

Oligokngine (Seattle, Washinglon, USA) e UUCAAGAGA. In dquesto ed
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altri casi, le estremild dello spaziatore possono ibridizzare fra di
lora, ad es. allungande il motive a doppio filamentoe ollre le
sequenze esatle di SEQ ID NO:11-14 o 15-18 di un piccolo numero (ad
e5. 1 o 2) paia di basi.

Analogamente, 1'RNA trascritto comprende preferibilmente un
overhang 3' dalla porzione complementare a valle. Di nuovo, questo &
preferibilmente -UU o -UG, pia preferibilmente -UU.

Tali molecole di shRNA possono quindi essere scisse nella
cellula di mammifera mediante 1'enwzima DICER per dars un siRNA a
doppio [ilamenlo come descritto sopra, in culi uno o ciascun filamenlo
del dsRNA ibridizzato comprende un overhang 3'.

Tecniche per la sintesi degli acidi nueleici della presente
divulgazione sono naturalmente ben note nel campo.

L'esperto del ramo @ ben in grado di costruire vettori di
trascrizione adatti per il DNA della presente divulgazione
wtilizzando tecniche ben nole e materiali disponibili in commercio.
In particolare, il DNA sara associato con seguenze di controllo,
compresi un promotore ed una sequenze di Lerminazione della
trascrizione.

Pi particolare utilita sono i sistemi disponibili in commercio
pSuper e pSuperior di OligoEngine (Seattle, Washington, USA). Questi
utilizzano un promotore della polimerasi TIT (H1) ed una sequenza di
terminazione della ltrascrizione Ts che contribuisce con due residui U
all'estremita 3' del Lrascritto (che, dopo trattamenlo con DICER,

forniscono un overhang 3' UU di un filamento del siRNA) .
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Un altro sistema adatbe & descritto in Shin et al. (RNA, maggio
2009; 15(5):898-910}, che ulbilizza un allro promotore della polimerasi
LIL {(U&) .

I siRNA a doppio filamento della presente divulgazione possono
essere  introdetti in cellule di mammifero in vitre o 1in vive
utilizzando tecniche note, come descrillo nel sequito, per sapprimere
l'espressione di IL-11 o I[L-11R.

Analogamente, veltori di trascriziene che contengono i DNA della
presente divulgazione possono essere introdeotti in cellule tumorali
in vitro o in vivo utilizzando tecniche nole, come descritto nel
seqguito, per l'espressione transitoria o stabile di RNA, ancora per
sopprimere 1l'espressione di [L=11 o IL-11R.

D1 conseguenza, la presente divulgazione fornisce inoltre un
metodo per sopprimere 1'espressione di TL—11 o IT—-11R in un mammifero,
ad es. una cellula umana, il metodo comprendendo somministrare alla
cellula un siBNA a doppio filamente dell'invenzions o un vebtbore di
trascrizione dell'invenzione.

Analogamente, la presente divulgazione fornisce inollre un
metodo per il tLrattamento della fibrosi, 1l metodo comprendendo
somministrare ad un soggetto un sSiRNA a doppio filamento del o un
vettore di Lraserizione qui divulgato.

La presente divulgazione fornisce anche siRNA a doppio filamento
e vettori di trascrizione gui divulgabi per uso in un metode di
Lrattamenbto, preferibilmente un metodo per 1l Lratlamento della

fibrosi.
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La presente divulgazione fornisce ineltre 1l'uso di siRNA a
doppio filamento e wvettori di trascrizione qui descritti nella
preparazione di un medicinale per il trattamento della fibrosi.

La presente divulgazione fornisce inoltre una composizione
comprendente un SiRNA a doppio [ilamento o un vettore di btrascrizione
qui divulgato in miscela con uno o pio veicoli farmaceuticamente
accebtabili. Veicolil adatti comprendono veicoli lipofili o vescicole,
che possono aiutare nella penetrazione della membrana cellulare.

Maleriali e metodi adatti per la somministrazione di duplex di
siRNA e velbtori di DNA della presente divulgazione sono ben notl nel
campo e metodi migliorati sone in corso di aviluppo, dato il
potenziale della tecnologlia di RNAL.

In generale, sono disponibili molte tecniche per introdurre
acidi nucleici in cellule di mammifero. La scelta della tecnica
dipendera da se Ll'acide nucleico viene trasferito nelle cellule
collivate in vitro o in vive nelle cellule di un paziente. Tecniche
adatte per il trasferimento di acido nucleico in cellule di mammifero
in vitro comprendono  1'uso di liposomi, elettroporazione, micro-
iniezione, fusione cellulare, DEAE destrano e precipitazions con
fosfato di calecio. Tecniche di trasferimente di geni in vwvivo
comprendono transfezione con vettori virali (Lipicamenle retrovirali)
e transfezione mediala dalla proteina di rivestimento virale-liposoma
(Dzau el al. (2003), Trends in Biotechnology, 11, 205-210).

[n particolare, tecniche adalte per la somminislkrazione

callulare degli acidi nueleici della presente divulgazione sia in
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vitro che in vivo sono descrilbte nei seqguenti articoli:

lkassegne generiche: Borkhardlb A., 2002. Blocking oncogenes in
malignank cells by RNA interference-new hope for a highly specific
cancer Lreabtmenlk? Cancer Cell, 2:167-8. Hannon G.J., 2002, RNA
interference. Nature, 418:244-51, McManus M.T. e P.A. Sharp, 2002,
Gene silencing in mammals by small interfering RNAs. HNat. Rev,
Genet., 3:737-47. Scherr M., M.A. Morgan = M.E.der, 2003b. Gene
silencing medialed by small interfering RNAs in mammalian cells.
Curr. Med. Chem,, 10:245-56. Shuey D.J, D.E. McCallus e T. Giordano,
2002, RNAi: gene-silencing in therapeulic intervention. Drug Discov.
Today, 7:1040-6.

Erogazione sistemica utilizzando Liposomi: Lewis D.L., J.§.
Hangstrom, A.G. Loomis, J.A. Wolff = H. Hervwijer, 2002, Efficient
delivery of siRNA per inhibition of gene expression in poslklnatal
mice. Nat. Genet.,, 32:107-8. Paul C.P., 2.D. Good, 1. Winter e D.R,
Engelke, 2002, Effective expression of small interfering RNA in human
cells. Nat. Biotechnol., 20:505-8. Song E., S.K. Lee, J. Wang, N.
Ince, N. Ouyang, J. Min, J. Chen, P. Shankar e J. Lieberman, 2003,
BNA interference Largeling Fas prolecks mice trom fulminante
hepatitis. Nat. Med., 9:347-51. Sirensen D.R., M. Leirdal e M. Sioud,
2003, Gene silencing by systemic delivery of synthetic siRNA in adull
mice. J. Mol. Biol., 327:761-6.

Trasferimenbo mediabo da virus: Abbas Terki 1., W. Blanco-Bose,
N. Deglon, W. Pralong e P. Aebischer, 2002, Lentiviral-mediated RNA

interference. Hum. Gene ‘Ther., 13:2197-201. BarLon G.M, e R.
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Medzhitov, 2002, Retroviral delivery of small inLerfering RNA into
primary cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 099:14943-5%. Devroe E. e
BLA, Silver, 2002, Retrovirus-—delivered siRNA, BMC Riolechnol., 2:15.
Lori F., P. Guallini, L., Galluzzi e J. Lisziewicz, 2002, Gene therapy
approaches to HIV infection. Am. .J. Pharmacogenomics, 2:245-52. MattlLa
H., B. Hozayev, R. Tomar, P. Chugh e P.M. Chaudhary, 2003, Usc of
lentiviral vectors for delivery of snall interfering RNA. Cancer
Biel. Ther., 2:206-10, Qin X.F., D.5. An, I.8. Chen e D. Baltimore,
2003, Inhibiting HIV-1 infection in humn 1 cells by lentiviral:
mediated delivery of small interfering RNA against CCRSH. Proc. Natl,
Acad. Secl. USA, 100:183-8. Scherr M., K. Battmer, A. Ganser e M.
Fder, 2003a, Modulation of gene expression by lentiviral-mediated
delivery of small interfering RNA. Cell Cyecle, 2:251-7. 3chen C.,
A.K. Buck, ¥. Liu, M. Winkler e 5,N. Reske, 2003, Gene silencing by
adenovirus-delivered siRNA, FERS Lett., 529:111-1,

Frogazione o somministrazione di peplidi: Morris M.C., L.
Chaloin, F. Heitz e G. Divita, 2000, Translocating peptides and
proteins and Lheir use for gene delivery. Curr. Opin. BlolLechnol.,
11:461=6. Simeoni ., M.C. Morris, F. Heitz e G. Divita, 2003,
Insight into thr mechanism of the peptide-based gene delivery systems
MPG: implications for delivery of siRNA into mammalian cells. Nncleic
Acids Res., 31:2717-24. Altre tecnologie che possono essere adatte
all'erogazione di 8iRNA alle cellule bersaglio si basano su
nanoparticelle o nanocapsule come quelle descritte nei Brevelli US

numeri 6.649.192H & 5.843,509R.
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Formulazioni

Iln  applicazioni terapeutiche, agenti in grado di inibire
l'azione di  TIL-11 o agenti in grado di prevenire o ridurre
|'egpressione di 1L-11 @ 1L-11R sono formulati preferibilmente come
medicinali o sostanza farmaceulica insieme ad uno o pin ingredienle
farmaceuticamente accettabili ben noti agli esperti del ramo,
compresi, senza limitazioni, veicoli, adiuvanti, eccipienti, diluenti,
riempitivi, Lamponi, conservanti, antiossidanti, lubrificanti,
stabhilizzanti, solubilizzanli, LensioatlLivi (ad es. agenti bagnanti}),
agenti di mascheratura, agenti coloranti, agenti aromalizzanLi ed
agenti edulcoranti farmaceuticamente accettabili.

Il termine “farmaceuticamenle coelblabile”  come qui usalo,
riguarda composbi, ingredienti, materiali, composizioni, forme di
dosaggio, ecc., che secondo il sano giudizio medico, sono adatti per
l'uso a contatto con i tessuti del soggetts in questione (ad es. un
essere umano) senza eccessiva  teossiclitda ed irritazione, risposta
allergica o altro problema o complicanza, commensuralbo con un
ragionevole rapporbo beneficio/rischio. Ciascun veicolo, adiuvanle,
ecacipiente, eca., deve ineltre essere “accettabile” nel s=zenso di
essere compatibile con gli altri ingredienti della formalazione.

Veicoli, adiuvanti, eccipienti, ecc., adalbti si possono brovare
in testi farmaceulbici standard, ad esempio, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18" edizione, Mack Publishing Company, Faston, Pa., 19%980; e
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2° edizione, 1994,

Le fFormulazioni possono essere preparate mediante qualsiasi
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procedimento ben noto nel campe della farmacia. Tali procedimenti
comprendono la fase di portare in associazione il compesto atbtivo con
un veicolo che coskiluisce uno o pil ingredienti accessori. In
generale, le formulazioni vengono preparate portando in assocliazione
uniformemente ad inbimamente il composto attive con velcoli (ad es.,
veicoli Liguidi, wveicolo solido finemente diviso, ecec.) e quindi
sagomando i1 prodoblo, se necessario.

Le formulazioni possono essere preparate per le vie di
somminisltrazions topica, parenterale, sistemica, endovenocsa, intra-
arteriosa, inbramuscolare, intratecale, intracculare, intra-
congiuntivale, sottocutanea, orale o Lransdarmica che  possano
includere iniezione. Formulazioni iniettabili possono comprenders
l'agente selezionalo in un mezzo sterile o isotonico.

Ta somministrazione & preferibilmente in  una  “guantita
terapeuticamente efficace”, questo essendo sufficiente a mostrare
henoficio per l'individuo. La gquantila effebliva somministrata ed 1l
tasao ed il corse di somministrazione nel tempo, dipenderanno dalla
natura e della gravila della malattia che viene trattata. La
prescrizione di trattamento, ad es. decisioni sul dosaggio, ecc.,
rientra nella responsabilitda del medici generaci ed altrl dobtbtori in
medicina e tipicamente prende in considerazione il disturbo da
trattare, la condizione del singolo paziente, il sito di erogazione,
il procedimento di somministrazione ed altri fattori noti agli
esperti, Esempi di  tecniche e di protocolli menzionati sopra si

possono trovare in Remington's Pharmaceutical Sciences, 20" edizione,
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2000, pub. Lippincott, Williams & Wilkins.
Fibrosi

Come qui usato, “fibrosi” si riferisce alla formazione di
tessuto connatbtive [ibroso in eccesso come risultato di deposizione
in eccesso di componenti della matrice extracellulare, ad esempio
collagene. Tl tessuto fibroso connettivo & caratlberizzato dall'avere
una matrice extracellulare (ECM)  con un elevate contenuto di
collagene. 11 collagene pud essere fornito in filamenti o flibre, che
possono essere disposti in medo regolare oppure allineati. L'ECM di
tessuto connettivo Zfibroso pud anche includere glicosamminoglicani.

Come usalo qul, “tessuto connettive fibroso in eccesso” si
riferisce ad una gquantita di tessulte cannettive in una data posizione
{ad es., un dato tessulo o organo o parle di un dato ftessuto o
organn) che & pit grande della gquantita del tessulo connettive
presente 1in quella posizions in assenza di  fibrosi, ad es. in
condizioni normali, nen patologiche., Come qui usateo, “deposizione in
eccesso di componenti di matrice extracellulare” si riferisce ad un
livello di deposizione di ung o pih componenti  di mabtrice
oxtracellulare che ¢ maggiore del livello di deposizione in assenza
di fibrosi, ad es, in condizionl nermali, non patologiche.

T meccanismi cellulari & molecolari della fibrosi sono descritli
in Wynn, J. Pathol. (2008), 214(2):199-210 ed in Wynn e Ramalingam,
Nalure Medicine (2012), 18:1028-1040.

Gli effettori cellulari principali della fibrosi 5000

miofibroblasti, c¢he producono una matrice extracellulare ricca di
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collagene.

In risposta alla lesione del tessuteo, cellule danneggiale e
leucocitci producono fattori pro-fibrotici come TGFB, I1L-13 e PDGF,
che attivano 1 fibroblasti a miofibroblasti che esprimono aSMA e che
reclutano miofibroblasti dal site della lesione. 1 miotibroblasti
producenc una grossa quantita di matrice extracellulare e sono
importanti mediatori nell'aiutare la contraltura e la chiusura della
ferita. Tuttavia, in condizioni di persistente infezlone o durante
infiammazione cronica, vi pud essere sovra—attivazione e reclutamento
d miofibroblasti e quindi sovrapproduzione di compenenti della
matrice extracellulare con il risultato di formazione di tessuto
connelbive libroso in eccesso.

In alcure forme di  realizzazione, la fibrosi pud essere
innescata da condizioni patologiche, ad es. condizionl, infezioni o
stati di malattia c¢che portano alla produzione di  Tallorl pro-
fibrotici come TGFBL. I[n alcune forme di realizzawione, la Ffibrosi
pud essere provocata da lesione/stimoli  fisici, lesione/sbimoli
chimici o lesione/stimoli ambientali. Tesioni/stimoli fisici possono
verificarsi durante intervento chirurgico, ad es. cause lalrogene.
Lesione/stimoli  c¢himici possono comprendere fibrosi indotta da
farmaci, ad es. in seguito alla somministrazione cronica di farmaci
conme bleomicina, ciaclofosfammide, amiodarone, procainammide,
penicillammina, oro e nitrofurantoina (Daba et al., Saudi Med. J.,
giugno 2004, 25(6) :700-6) . lesione/stimol i ambientali  possono

includere esposizione a fibre di amianto o silice.
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La fibrosi pﬁﬁ verificarsi in molti Lessuti del corpo. Ad
esempio, la fibrosi pud avvenire nel fegate (ad es. cirrosi),
polmoni, rene, cuore, vasi sanguigni, occhio, pelle, pancreas,
intestino, cervello e midollo osseo. La [ibrosi pud anche verificarsi
in organi multipli allo stesso momento.

Nelle forme di realizzawione qui, la fibrosi pud implicare un
organo del sistema gastreintestinale, ad es. del fegato, intestino
tenue, intestino crasso ¢ pancreas. In alcune forme di realizzazlone,
la fibrosi pud implicare un organo del sistema respiratorio, ad es. |
polmoni. Nelle forme di realizzazione, la fibrosi pud implicare un
organo del sistema cardiovascolare, ad es. cuore o vasi sanguigni. In
alcune forme di realizzazione, la fibrosi pud interessare la pelle.
In alcune forme di realizzazione, la fibrosi pud inkeressare un
organo del sistema nervoso, ad es. il cervello. Tn alcune forme di
realivzazione, la  fibrosi  puo  implicare un organo del sistema
urinario, ad e=z. i reni. In alcune forme di realizzazione, la fibrosi
puc implicare un organo del sistema muscolo-scheletrico, ad es. il
tessubto muscaolare.

In alcune forme di realizzazione preferile, la librosi & fibrosi
cardiaca o miocardica, fibrosi epatica o fibrosi renale. In alcune
forme di realizzazione, la fibrosi cardiaca o miocardica & assoclata
a disfunzione della muscolatura o delle proprieta elettriche deal
cuore o lispessimento delle parete o delle valvole del cuore. In
alcune forme di  realizzazione, la [ibrosi & dell'atrio e/o dei

ventricoli del cuore. Tl Lrattamenbo o la prevenzione della [librosi
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atriale o venlricolare pud aiutare a ridurre il rischio della
insorgenza di  fibrillazione atriale, fibrillaziones ventricolare o
infarto miccardice.,

In aleune forme di realizzazione preferile, la Fibrosi epatica é
assoclata alla malattia cronica del fegato o cirrosi epatica. In
aleune  forme di  realizzazione preferite, la fibrosi renale &
associdla alla malattia renale cronica.

Malattie/condizioni caratterizzate da [librosi, in conformita con
la presente invenzione comprendono, senza limitazioni: condizioni
respiratorie come fibrosi polmonare, fibrosi «cislica, fibrosi
polmonare idiopatica, fibrosi progressiva massiva, scleroderma,
bronchiolite obliterante, sindrome di Hermansky-Pudlak, asbestosi,
gilicosi, lipertensione polmonare cronica, ipertensione polmonare
associata ad ALDS, sarcoidosi, stroma di tumore nella malattia dei
polmoni ed asma; malattia epatica cronica, cirresi biliare primaria
(PRC), malattia epatica schislosomiale, cirrosi epatica; condizioni
cardiovascolari come  cardiomiopatia  ipertrofica, cardiomiopatia
dilatata (DeM), fibrosi dell'atrio, fibrillazione atriale, fibrosi
del ventricolo, tibrillazione ventricolare, [ibrosi miocardieca,
sindrome di Brugada, miocardilte, fibresi endomiocardica, infarto
miccardico, malalblbia vascolare fibrotica, malatbia cardiaca
ipertensiva, cardiomiopatia del ventricole destro aritmogenica,
(ARVC), fibrosi tubulointerstiziale e glomerulare, aterosclerosi,
veni varicose, infarti cerebrali; condizioni neurologiche come gliosi

e morbo di Alzheimer; distrofia muscolare come distrofia muscolare di
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Duchenne (DMD) o distrofia muscelare di  Becker (BMD); condizioni
gastrointestinali come morboe di  Chron, colite microscopica e
solangite scleresante primaria (PSC); condizioni della pelle come
scleroderma, fibrosi sistemica nefrogenica e cheloide della cute;
artrofibrosi; contrattura di Supuytren; fibrosi mediastinale; fibrosi
retroperitoneale; mielofibrosi; malattia di Peyronie; ecapsulite
adesiva; malabtia renale (ad es., fibrosi renale, sindrome nefritica,
sindrome di Alport, nefropatia associata a HILV, malattia policistica
dei reni, malattia di Fabry, netropatia diabetica, glomerulonefrite
cronica, nefrite associata con lupus sistemico); sclerosi sistemica
progressiva (PSS); malatblia cronica del Lrapianto contro 1'ospite;
malattia dell'occhio come oftalmopatia di Grave, fibrosi epiretinica,
fibrogi retinica, fibrosi subretinica (ad ®es. associata alla
degenerazione maculare (ad es. degenerazione maculare legala all'ela
umida (AMD)), rebtinopatia diabetica, glaucoma, fibrosi corneale,
fibrosi post-chirurgica (ad es. della capsula posteriore in sequito
ad intervente chirurgica della cataratta o blebo in sequite a
trabecolectomia per 1l glaucoma), fibrosi congiuntivale, fibrosi
subcongiunlivale; arbrite; malatkia pre-nooplastica fihrotica e
neoplastica fibrotica; e fibrosi indotta da insulte chimico o
ambientale (ad es., chemioterapie per il cancro, pesticidi,
radiazioni/radioterapia per il cancro).

51 apprezzera che molte delle malatbie/condlizioni elencate sopra
sono intercorrelate. Ad esempio, la fibrosi del ventricolo pud

verificarsi poslt-infarto miocardico od @& associata a DCM, HCM o
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miocardite.

In forme di realizzazione particolari, la malattia/disturbeo pud
osaere una fra tibrosi polmonare, fibrillazione abtriale,
fibrillazione ventricolare, cardiomiopalia iperbrofica (HCM) ,
cardiomiopatia dilatakta (DCM), steatoepalbite non alcolica (NASH),
corrosi, malattia cronlea renale, scleroderma, sclerosi sistemica,
cheloide, fibrosi ecistica, morbo di Chron, Fibrosi post-chirurgica o
fibrosi retinica.

Il trattamento, prevenzione o alleviazions della fibrosi secondo
la presente divulgazione pué essere [librosi che ¢ associata ad una
sovra-reqgelazione di IL-11, ad es. una sovra-regolaziene di T1L-11 in
cellule o tessuto in cul la fibrosi si verifica o pud verificarsi, o
sovra-regolazione di IL-11 o IL-11R extracelliulare.

I[1 trattamento o alleviamento della fibrosi pud essere efficace
per impedire la progressione della fibrosi, ad es. impedire il
peggioramenta della condizione o rallentare il tasso di sviluppo
della fibrosi. In alcune forme di realizzazione, il trattamento o
alleviamento pud portare a miglioramento nella fibrosi, ad es. una
riduzione della quantita di fibre di collagene depositale.

Prevenzione della fibrosi pud riferirsi a prevenzione di un
peggioramento della condizione o prevenzione dello sviluppo della
fibrosi, ad es. prevenzione di fibrosi in stadio iniziale che si
sviluppa in uno atadiec successivo cronico.

Sagagelto

Tl soggetto da trattare pud essere un gualsiasi animale o essere
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umano . Tl soggeattbo e preferibilmenle un mammi fero, pit
preferibilmente un essere umano. Il soggello pud essere un mammifearo
non umano, wa & pit preferibilmente un essere umano. Il soggetto pud
essere maschio o femmina. Il soggetto pud essere un pazienle.

Campione

Un campione oltenuto da un soggetto pud essere di qualsiasi
tipo. Un campione biologico pud essere preso da un qualsiasi tessuto
o fluido corporeo, ad es. un campione di sangue, campione derivato da
sangue, campione di siere, campione di linfa, campione di seme,
campione di  saliva, campione di fluido sinoviale. Un campione
derivalo dal sangue puod essere scelto da una frazione di sangue di un
paziente, ad es. una frazione contenente cellule scelte o un plasma o
frazione sierica. Un campione pud comprendere un campione di tessuto
o biopsia; oppure cellule isclate da un soggetto. 1 campioni possono
essere raccolti mediante tecniche note, come biopsia o ago aspirato.
T campioni possono essere conservati alo lavorati per la
debterminazione successiva di livelli di espressione di I1-11.

I campioni possono essere utilizzati per determinare la sovra-
regolazione di TIL-11 o IL-11R nel soggetto dal gquale & stato
prelevato il campione.

In alecune forme di realizzazione preferite, un campione puo
essere un campione di tessuto, ad es. una biopsia prelevata dal
cuore, dal fegato o dal rene. In alcune forme di realizzazione, un
campione pud essere un campione di tessuto, ad es. una biopsia,

prelevata dall'occhio.
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Un campione pud contenere cellule e pud preferibilmente
contenere fibroblasti e/o miofibroblasti. In alcune forme  di
realizzazione, i fibroblasti o 1 miofibroblasti possono essere
ottenuli da Lessuto del cuore, fegato o reni, ad es. essi possono
essere fibroblasti cardiaci o miofibroblasti cardiaci (si wveda, ad
es., Colby et al., Circulation Research, 2009; 105:1164-1176), di
fibroblasti epatici o miofibroblasti epatici (31 veda, ad es.,
seisberg et al., 'The Journal of Biological Chemistry, 10 agosto 2007,
282, 23337-233477; Brenner, Fibrogenesis & Tissue Repair, 2012, 5§
(Suppl. 1):517) o di fibroblasti renali o miofibroblasti renali (si
veda, ad es., Strutz e Yeisberg. JASN, novembre 2006, vol. 17, n. 11,
2992-2998) . In alcune forme di realizzazione, 1 fibroblasti o i
miofibreblasti possono essere ottenuti dal Leasuto oculare, ad es.,
possono essore [ihroblasti della cornea.

Sovra-reqolazione dell'espressione di IL-11 o IL-11R

Alcuni aspetti e forme  di realizzazione della presente
divulgazione riguarda la rivelazione dell'espressione di IIL-11 o IL-
11R, ad es. in un campione ottenuto da un soggelbo.

in alcuni aspetti e forme di realizzazione, la presente
divulgazione riguarda la sovra-regolazione di espressions (sovra-
espressions) di TL-11 o 1L=-11R (come una proteina o oligonucleolide
che codifica il rispettivo I1L-11 o IL-11R) e rivelazione di tale
sovra-regolazione come regolatore di adeguatezrza per 11 trattamento
con un agente in grado di inibire l'azione di I1L-11 o con un agente

in grado di prevenire o ridurre l'espressione di IL-11 o IL-11R.
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La sovra-regolazione di espressione di IL-11 o 1L-11R comprende
1'espressione di IL-11 o IL-11R ad un livello maggiore di gquanto ci

81 aspetta normalmente per una cellula o tessutoe di un date tipo. La
sovra-regolazione puod essere determinata determinando il livello di
espressione di I[L-11 o IL=-11R in un tessubto o cellula. Un confronto
pud essere effettuato fra il livello dell'espressione di IL-11 o TIL-
11R in una cellula o campione di tessute da un soggetlo ed un livello
di riferimento di IT-11 o TL-11R, ad es. un valore o intervallo di
valori che rappresentano un livello normale di espressione di IL-11 o
IL-11R per la medesima cellula o tipo di tessulo o cellula o cellula
o tipo di tessuto corrispondente. In alcune forme di realizzazions, |
livelli di riferimentoe  possono assere determinati rivelando
1'espressione di 1L-11 o IL-1IR in un campione di controllo, ad es.
in cellule o tessulo corrispondenli da un soggetto sano o da un
tessuto sano del medesimo soggebto. In alcune forme di realizzazione,
i livelll di riferimenlo possonoe essere obttennti da una curva
standard o gruppi 4di dati.

I livelli di espressione possono essere quantificati per il
confronto assoluto o possono essere effettuati i confronti relativi.

n alcune forme di realizzazione, la sovra-regolazione di TL-1]
o IL-11R pud essere considerala presenle quando i1 livello di
espressione nel campione in analisi & almeno 1,1 volte quello di un
livello  di riferimento. Fitn  preferibilmente, il livello di
espressione pud essere scelto da uno di almeno 1,2, almeno 1,3,

almeno 1,4, almeno 1,5, almeno 1,6, almeno 1,7, almeno 1,8, almeno
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1,9, almeno 2,0, almeno 2,1, almeno 2,2, almeno 2,3, almeno 2.4,
almeno 2,5, almeno 2,6, almeno 2,7, almeno 2,8, almeno 2,9, almeno
3,0, almeno 3,5, almeno 4,0, almeno 5,0, almeno 6,0, almeno 1,0,
almeno 8,0, almeno 9,0 o almenc 10,0 volte quello del livelle di
riferimento,

T livelli di espressione di 1IL-11 o IL-11R possono essere
determinati mediante uno di una pluralita di tecniche di analisi in
vitro note, come analisi basata su PCR, analisi di ibridizzazione in
silu, analisi (6 b flussocitometria, analisi immunologica o
immunoistochimica,

A titolo di esempio, tecniche adatte implicano un procedimento
di rivelare il livello di 1L-11 ¢ IL-11R in un campione ponendo a
contatto il campione con un agente in grado di legare IL-11 o IL-11R
e rivelare la formazione di un complesso dell'agente e TL-11 o If-
IMR. L'agente pud essere una qualsiasi molecola di legame adatta, ad
e5. un anticorpo, polipeptide, peptide, oligonuclecotide, aptamero o
piceola molecola e puod essere opzionalmente marcato per consentire la
rivelazione, ad es. visualizzazione dei complessi formati, Marcatori
e mezzl adatti per la rivelazione sono ben noti agli esperti del ramo
o comprendono marcatori Fluorescenti (ad es.,, fluoresceina,
rodammina, eosina e NDB, proleina fluorescente verde (GFP), chelati
di terre rare come europio (E), terbio (Th) e samario (Sm},
tebtrametil rodammina, rosso Texas, 4-metil umbelliflerone, 7-ammino-4-
metil coumarina, Cy3, Cy5), marcatori isotopici, radicisotopi (ad es.

2p, Bp, M8y, marcatori di chemiluminescenza (ad es. estere di
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acridinio, luminola, isoluminolo), animi‘ (ad es. perossidasi,
fosfatasi alcalina, glucosio ossidasi, beta-galattosidasi,
luciferasi), anlicorpi, ligandi e recettori. Tecniche di rivelazione
sono ben note agli esperti del ramo e possono essere scellbte per
corrispondare con l'agente di marcatura. Tecniche adatte comprendono
amplificazione di PCR di tag di oligonucleotidi, spetbtrometria di
massa, rivelazione di [luorescenza o colore, ad es. in seqguito alla
conversione enzimatica di un substrato da parte di una proteina
reporter o rivelazione di radioattivita.

e analisi possono essere  configurate per quantificare la
qualsiasi di [L-11 o IL-11R in un campione. Qualsiasi quantificale di
1L-11 o IL-11R da un campione di test possono essere confrontalbe con
i valori di riferimento ed il confronto utilizzato per determinare se
il campione in analisi contiene una qualsiasi di TL-11 o IL-11R che é&
maggiore o minore di quella del valore di riferimento in un grado
scelto di significanza statistica.

La quantificazione di T1-11 o IL-11R rivelata pud esscre
ubilizzata per determinare la sovra-regolazione o sotto-regolazione o
I'tamplificazione di geni che codificano TL-11 o TL-11R. Nei casi in
cui 11 ecampione in analisi contiene ecellule fibrotiche, tale sovra-
regolazione, sotto-regolazione o amplificazione possono essere
confrontate con 11 wvalore di riferimento per determinare se é
presente una qualsiasi differenza statisticamente significativa.

Selezione del soggetto

Un soggetto pud essere scello per il trattamento sulla base di
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una determinazicone che 11 soggetto ha un livello sovra-regolato di
espressione di IL-11 o IL-11R. IL-11 o TIL-11R possono quindi agire
come marcatori di una Fibrosi adalla al trattamento con un agente in
grado di inibire l'azione di IL-11 o con un agente in grado di
prevenire o ridurre l'espressione di IL-11 o IL-11R.

La sovra-regolazione pud essere in un dateo tessuto o in cellule
scelte da un date tessute. Un tessuto preferibo puo essere uno da
cuore, fegato o rene. Un tessuto preferito pud essere |'occhio. Un
tipo di cellule preferite possono essers fibroblasti O
miofibroblasti. La sovra-regolazione pudé anche essere determinata in
un fluide in ecircole, ad es. sangue o in un campione derivato dal
sangue, La sovra-regolazione pud essere di  IL-11 o IL-11R
extracellulare.

La determinazione dei livelli di 1L=11 o TL-11R pud essere
condobta mediante analisi, preferibilmente in vitre, su un campione
obtanilo da un soggetto, come qui descritto,

Dopo la selezione, un  soggello pud essere solbtoposto  a
trattamento per la fibrosi mediante somministrazione di un agente in
grado di inibire 1l'azione di IL-1l o di un agenle in grado di
prevenire o ridurre l'espressione di TL-11 o IL-11R.

In alecune forme di realizzazione, ad un soggetto pud essere
stata diagnosticata la fibrosi, =si pud sospettare che abbia la
fibrosi o pud essere considerato a rischio di sviluppare la fibrosi
ced & di interesse se il soggebbo trarrd vantaggio dal trattamento con

un agente in grado di inibire l'azione di [IL-11 o con un agente in
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grado di prevenire o ridurre l'espressione di IL-11 o IL-11R. In tali
forme di realizzazione, | 'adequatezza del soggetto per tale
trattamento pud essere determinata determinando se l'espressione di
1L-11 o IL-11R & sovra-regolata nel soggetto. In alcune forme di
realizzazione, l'espressione di IL-11 o TL-11R ¢ localmente o
sistemicamente sovra-regolata nel soggetto.

Diagnosi e prognogi

La rivelazione della sovra-regolazione dell'espressione di IL-11
o TL-11R pud anche essere utilizzata in un melodo per la diagnosi
della fibrosi o rischio di sviluppare la fibrosi in un soggetlo ed in
procedimenti per la prognosi o predizione della risposta di un
soggello al trattamente con un agente in grado di inibire l'azione di
[L-11 o di un agante in grado di prevenire o ridurre l'espressione di
IL-11 o IL-11R.

In alcune forme di realizzazione, si pud sospettare che un
soggelbo abbia la fibrosi, ad es. sulla base della presenza di altri
sintomi indicativi della fibrosi nel corpo del soggetto o in
cellule/tessuti scelti del corpo del soggelbo oppure pud essere
considerato a rischio di sviluppare la fibrosi, ad es. a causa di
predisposizione genetica o esposizione a condizioni ambientali, come
ad esempic fibre di amianto.

T.a determinazione della sovra-regolazione di ITL-11 o TL-11R pud
confermare una diagnosi o sospetta diagnosi di fibrosi oppure pud
confermare che il soggetto & a rischio di sviluppare la Fibrosi. La

determinazione puo anche diagnosticare la condizione o) la
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predisposizione come una adalbta al trattamento con un agente in grado
di inibire l'azione di IL-11 o un agente in grado di prevenire o
ridurre l'espressione di IL-11 o IL-11R.

Come tale, si pud fornire un metodo per fornire una prognoesi per
un soggetto che ha, o che si sospetta abbia la fibrosi, il metodo
comprendendo il determinare se IL-11 o TL-11TR ¢ sovra-regolata in un
campione ottenuto dal soggetto e, sulla base della determinazione,
fornire una prognosi per 1l trattamento del soggebbo con un agente in
grado di inibire l'azione di I1L-11 o di un agente in grade di
prevenire o ridurre 1l'espressione di IL-11 o IL-11R.

Tn alcuni aspetti, i metodi di diagnosi o metodi di prognosi o
predizione della risposta di un soggetbo al trattamento con un agente
in grado di inibire 1'azione di IL-11 o un agente in grado di
prevenire o ridurre l'espressione di 1L-11 o IL-11R possono non
richiedere la determinazione dei livelli di I1L=11 o IL=11R, ma
possono essere basati sulla determinazione di fattori genetici nel
soggetbo che sono predilblivi di sovra-regolazione dell'espressione di
IL-11 o TL-1lR o sovra-regelazicne dell'atftivika di TL-11 o TL=11R.
Tali fattori genetici possono includere la determinazione di
mutazioni genetiche, polimorfismi di nucleotide singolo (SHNP) o
amplificazions genica in 1L-11 e/o IL-11R che sono correlati con e/o
prediltivi di sovra-regolazione dell'espressione o dell'atbivita di
IL-11 o IL-11R o di attivitda di segnalazione mediata da IT.-11. L'uso
di fattori genetici per predire la predisposizione ad uno stato di

malattia o risposta al trattamento & noto nel campo, s5i veda, ad es.,
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Peter Stdrkel Gut, 2008; 57:440-442; Wright et al., Mol. éell. Biel.,;
marzo 2010, voel. 30, n. &, 1411-1420.

T fatteori genetici possono essere analizzabi medianle metodi
noli agli esperti del ramo, compresa analisi basata su PCR, ad es.
PCR quanbitativa, PCR compelitiva. Determinando la presenza dei
fattori genetici, ad es. in un campione ollenulo da un soggetto, si
pué confermare una diagnosi di fibrosi e/o un soggetto pud essere
classificato come a rischio di sviluppare la fibresi e/o un soggetto
pud essere idenbificalo come adatto al trattamento con un agenkts in
grado di inibire 1'azione di IL-11 o di un agente in grade di
prevenire o ridurre 1l'espressione di IL-11 o TL-11R.

Alcuni melodi possono comprendere  la  determinazione della
presenza di uno o pin SPN collegati alla secrezione di IL-11 o
suscettibilita allo sviluppo della fibrasi. Gli SNP sono solitamente
biallelici e quindi possono essere facilmente determinati utilizzando
una di una pluralita di analisi convenzionali note agli esperti del
ramo (si veda, ad es., AnLhony J. Brookes. 'The essence of SNPs. Gene,
Volume 234, 2* edizione, 8 giugno 1999, 177-186; Fan eb al,, Highly
Parallel 8NP Genotyping. Cold Spring Harb Symp. Quant. Biol., 2003,
68:69-78; Matsuwzaki el al., Parallel Genotyping of Over 10,000 SNPs
using ailmne~primmr assay on a high density oligonucleotide array.
Geneme Res., 14:414-425).

I metodi possono comprendere determinare quale allele di SNP &
presenle in un campione oltenunto da un soggello. TITn alcune lforme di

realizzazione, determinare la presenza dell'allele minore pud essere
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associato alla secrezione di TL-11 aumentata o suscettibilita di
sviluppo della fibrosi.

Di consequenza, la presente divulgazione fornisce un metodc per
lo screening di un soggello, i1 procedimento comprendencdo:

oLtenere un campione di acido nucleico dal soggetto;

determinare quale allele & presente nel campione in
corrispondenza della posizione del nucleolide polimorio di uno o
pia degli SNP elencati in Figura 33 e/o Figura 34 e/o Figura 35 o
un  SNP in disequilibrio di cellegamento con uno degli  SNP
collegati con un r2 2 0,8.

La fase di delerminazione pud comprendere determinare se
lL'allele minore & presente nel campione in corrispondenza della
posizione del nucleotide polimorfico scelto, Puo  comprendere
determinare se sono presenti 0, 1 o 2 alleli minori.

Tl metodo di screening pud essere, oppure far parte, di un
metode per determinare la suscettibilita del soggetto allo sviluppo
della fibrosi, oppure un metodo per la diagnosi o la prognosi come
gqui descritto.

Tl melodo pud inoltre comprendere la fase di identificare il
soggetto come avente suscettibilita a, o un rischio aumentalo di,
sviluppare la fibrosi, ad es. se 11 soggelbto & determinato avere un
allale minore in corrispondenza della posizione del nucleotbide
polimerfico. T1 melodo pud inoltre comprendere la fase di selezionare
il soggetto per il trattamento con un agente in grado di inibire

l'azione dell'interlieuchina 11 (IL-11) e&/o somministrare un agente in
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grado di inibire 1'azione dell'interleuchina 11 (IL-11) al soggetto
al Fine di Fornire il trattamento per la fibrosi nel soggetto o
prevenire lo sviluppo o la progressione della fibrosi nel soggetto.

Gli SNP possono essere determinati includere uno o pia degii SNP
in Figura 33, Figura 34 o Figura 35. In alcune forme di realizzazione,
il metodo pud comprendere delorminare uno o pin degli SNP elencati
nella Figura 33, In alcune forme di realizzazione, 1] metodo pud
comprendere determinare uno o piu degli SNFP elencati nella Figura 34.
In alcune forme di realizzazione, 11 procedimenlto pud comprendera
determinare uno o piu degli 5S5NP elencati nella Figura 35. Gli SNP
possono essere scelti per la determinazione come avenbi un basso
valore P o FDR (false discovery rate o falso tasso di scoperta).

In alcune forme di realizzazione, gli SNP vengono scelti come
buoni predittori della risposta al trattamento anti-IL-11 sulla base
della regolazione di VSTstim in trans (Figura 33). In alcune forme di
realizzazione, un metodo pud comprendere determinare quale allele &
presenkbe per uno o pin dei seguenbi SNP: rsl0831850, rs4756934,
ra6d8he27, rs7120273 e rsB95468. In alcune forme di realizzazione,
gli 8NP vengono scelti come buoni predittori della risposta al
trattamente con anti-TIL-11 sulla base della regeoclazione di VSTstim-
V8Tunstim in cis (Figura 34),

In alcune forme di realizzazione, gli SNP sono sceltl come buoni
predittori della risposta al trattamento con anti-IL-11 sulla base
della  regolazione di V8Tstim-VSTunstim in  trans (Figura 35). 1In

alcune forme di realizzazione, un praocedimento pud comprendere
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determinare quale allele & presente per uno o pil deil seguenti SNP:
ral120273, rsl10831850, rs4756936, rs6485827 (Figura 35).

SNP: rs7120273, rsl0831850, rs4756936, rs6485827 sono ad alto
disequilibric di collegamento (LD) uno con l'allro sul cromosoma 11
(in un cosiddelto blocco LD) e sono quindi ceo-ereditabti in moedo
esliremamente comune.

1] quadrato della correlazione delle frequenze geniche (x?)
riflette 1l grado di disequilibrio di legame (LD} fra due SNP. Come
risultato di LD fra SNP in regioni locali e quindi co-sreditate del
genoma, 1l genotipo di un dato SNP pud essere dedotto debterminando il
genobipo di wun SNP Lagging/proxy. La soglie di LD utilizzata nel
campa per identificare SNP di tagging/proxy a coonpie & un valore r?
di 0,8 (Wang et al., 2005, Nat. Rev. Genelb., &(2):109-18; Barrett et
al., 2006, Nat genet., 38(6):659-662). 11 genobipo di un dato SNP pud
cquindi essere dedotto determinando i1l genotipo di un 3NP di Lagging/
proxy in un disequilibrio di collegamento con un valore r* di 2 0,8,

La sequenza nucleotidica degli 8NP & dindicata utilizzando il
numero  “rs”., L'intera sequenza ¢& disponibile dalla banca dati
National Center for Biotechnology Information (NCBEI) dei polimorfismi
a nucleotidi singoli (dbSNP) accessibile al sito: http: //
www.nchi.nlm.nih.gov/snp.

T metodi di diagnosi o prognosi possono essere condobtl in vitro
su un campione ottenuto da un soggetto oppure dopo i1l trattamento di
un campione oltenuto da un soggetto. Una volta raccolto il campione,

il paziente non deve essere presente perché venga condotto il metodo
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in vitro di diagnosi o prognosi e quindi il metodo pud essere uno che
non e realizzalo in pratica su un essere umano o corpo animale.

Altri test diagnostici o prognestici possono essere usati in
congiunzione con quelli qui descritti per aumentare 1'accuralewza
della diagnosi o prognosi oppure per confermare un risultato ottenuto
utilizzando i test qui descritti.

I meltodi secondo la presente divulgazione possono aesscere
compiuti, oppure 1 prodotti possono essere presenti, in vilro, ex
vivo o in wvivo., 1] termine “in vitre” & inteso comprendere
esperimenli con materiali, sostanze blologiche, cellule e/o tessuti
in condizioni di laboratorieo o in coltura menbre il Lermine “in vive”
intende comprandera esperimenti e procedure con organismi
multicellulari intatti, “Ex vivo” si riferisce a qualcosa presente o
che ha luogo all'esterno di un organismo, ad es. all'eslerno di un
corpe umano o animale, che pudé essere un tessuto (ad es. intert
organi) o ecellule prelevate dall'organisme.

La presente divulgazione comprende la combinazione degli aspetti
e caratteristiche preferite descritte, eccetto ove tale combinazione
¢ chiaramenle inammissibile o espressamente evitala,

L'intestazione delle sezioni usate qui serve per scopi solamente
organizzativi e non deve essere inlerpretata come limitante la
materia descritta,

Aspetti e forme di realizzazione della presente divulgazione
verranno ora descritti, a titeoleo di esempio, con riferimento alle

figure accluse. Ulteriori aspetti e forme  di realizzaziaone
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el
risulteranno evidenti agli esperti del rame.

In tutle gquesto testo, compreso nelle rivendicazioni che
seguono, a meno che il conktesbo non stabilisca chiaramente
diversamente, la parole “comprendere” e variazioni come “comprende” e
“eomprendente” saranno intesi implicare 1'inclusione di un intero o
frase o gruppo di interi o Ffasi indicaki, ma non l'esclusione di
gqualsiasi altro intero o fasi o gruppo di interi o fasi.

Si deve notare che, come usabo nel testo e nelle rivendicazioni
accluse, le forme al singolare “un”, “uno/a” = “il/le/la” comprendono
referenze plurali, a meno che il contesto non stabilisca chiaramente
diversamente. Gli intervalli possono essere espressi gqui come da
“oirca” un parlicolare valore e/o a “eirca’” un altro particolare
valore. Quando & espresso un Lale intervallo, un'altra forma di
realizzazione comprende dal particolare. wvalcre e/ all'altro
particolare valore. Analogamente, quando i valori sono espressi come
approssimazions, mediante 1'uso dell'antecedente “circa”, si deve
comprendere che 11 particelare valore forma un'altra forma di
realizzazione.

Breve descrizione delle figure

Forme di realizzazione ed esperimenti che illustranoe i principi
dell'invenzione verranno ora discussi con rviferimenbe alle figure
accluse, in cul:

Figqura 1. lLa stimolazione di TGEpRL  sovra-regola  TIL-11  nei
Fibroblasti. Fibroblasti primari sono stati derivabi da tessulo

abtriale umano di 80 individui ed incubati per 24 ore con e senza
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TGFAL (5 ng/ml). (a) Il grafico mostra che il IL-11 era il gene
pill sovra-regolakto in {ibroblasti stimolati da TGFR1 rispetbo a
11.433 geni  espressi ('PEM = 0,5), (b)Y gratico che mostra
L'espressione di IL-11 signilicativamente aumentata pin di 8
volte in media dopo l'attivazione deil Tfibroblasti con TGEBRL
(FDR = 9,1x10 1), (¢) il grafico che mostra che RT-qPCR
confermava variazioni nel numerc di volte basato sull'espressione
di RNA di IL-11 (TGFBl + TGFRIl; R* = 0,94), e (d) grafico che
mostra che ELISA rivelava un aumento significativo di proleina
11,-11 secrela da Fibroblasti stimolati.
Figura 2. Fibroblasti atriali umani sono stati incubati o con 5§
ng/ml di TGFRL o con 5 ng/ml di IL-11 per 24 ore. T grafici
mostrano la colorazione cellulare per (a) «-SMA (miofibroblasti),
(b) EdU (proliferazione), (¢) collagene, e ({d) periocstina per
identificare miofibroblasti e cellule altamente prolifesrative e
per quantificare la produzione di proteine i mal.rice
extracellulare, Si & trovato che IL-11 aumenta il rapporto dei
miofibroblasti ed induce 1la produzione di  collagene e di
periostina ad una lasso simile alla segnalazione di TGFPL. Questo
esperimento & stato ripetuto una pluralita di volte con risullati
analoghi.
Figura 3. L'inibizione di IL-11 con un anticorpo i
neutralizzazione impedisce la fibrosi indotta da TGERL.
Fibroblasti atriali umani sono stati stimolati con TGFPL (% ng/

mly, TGFRL e con un anticorpo conbro 1L=-11 o TGFEL ed un
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controllo isctopico. I grafici e le folografie mostrano cellule
colorate dopo 24 ore per {(a) o-5MA, (b)) BEdU, (c) collagene, e (d)
periostina per identificare i miofibroblasti e cellule altamentle
proliferative e quantificare la produzione di proteine di matrice
exlracellulare. La fluorescenza € stata guantificata sulla
piattaforma Operetta per fino a 21 campi per condizione. Queslo
esperimento & stato ripetuteo con fibroblasti derivati da
individui diversi con risultati analoghi. In presenza di un
anticorpo che blececa IL-11, fibroblasti stimolati da TGFPl hanno
un rapporto diminuito di miofibroblasti, sono meno proliferativi
ed esprimono meno collagene e pericstina rispetto alle cellule di
controllo. Cié mostra che TL-11 & un componente essenziale del
percorso di segnalazione di 1GFp1l che agisce in un medo di feed
forward o alimentazione in avanti autocrino e/o paracrino e la
sua  inibizione riduce gli effetti pro-fibrotici di questo
regolatore chiave della fibroszsi in esseri umani.

Figura 4. La stimelazione di TGFR1 sovra-regola IL-11 nei
fibroblasti. T fibroblasti primari sono stati derivati da tessuto
atriale umano da 80 individui ed incubati per 24 ore con e senza
TGFB1 (5 ng/ml) . (a) Il grafico mostra che TL-11 era il
trascritte di RNA pit sovra-regolato in fibroblasli stimolabi con
TGFR1 rispetto a 11.433 geni espressi (FPEM 2 0,5) attraverso il
genoma come valulabto mediante profiling di trascritloma globale.
(b) Grafico che mostra 1l'espressione di IL-11 in fibroblasti

umani primari non stimolati (TGF-f-} e stimolati (TGF-f')
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1001
rispetbto a tutti i tessubi  umani lcmmu valutato mediante il
progetlo GTEX (Consortium, Gte. Human genomics. 'The Genolype-
Tissue Expression (GTEx) pilet apalysis: mullilissue gene
regulation in humans. Science (New York, N.Y.), 348 (201%))
rivela alta specificitda di livelli elevati di IL-11 rispetto a
fibroblasti e fibroblasti apecificatamente atLivali, la cui £irma
non é apprezzata a livello dell'inltero organo che contiene Ltipi
cellulari multipli e pochi tftibroblasti che esprimono TL-11.
Figura 5. 1L-11 agisce come fattore autocrino su fibroblasti ed
induce la sua propria espressione atlraverso sola regolazione
traduzionale. T fibroblasti primari sono stati stimolati con TGF-
f per 24 ore. (a) Grafico che mostra che 1l'espressione di RNA di
IL-11 aumentava significativamente (FDR = 9,1x107') pia di B8
volte in media attraverso 80 individui. (b) Grafico che mostra
che i risullati di un'analisi ELISA confermanoc un aumento
significative di proteina IL-11 secreta da fibroblashi stimolati
(t-test). () Gralico che mosblra che 1'incubazione di fibroblasti
primari con TL-11 non fa aumentare [ livelli di RNA di I[L-11 (RT-
gPCR) . (d) Gralico che mostra che 1'incubazione di fibroblasti
primari con 1L-11 induce secrezione di proteina [L—-11 in modo
significativo (Dunnett) come rivelato mediante ELISA. | valori P
regolali sono dati come ****p < (0,0001.

Figura 6. IL-11 guida la proliferazione e l'attivazione dei
fibroblasti nonché la produzione della malrice extracellulare ed

& richiesta per la risposta [ibrotica mediata da 1TGEFpEL. 1
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fibroblasli cardiaci derivati da 3 individui sono stati incubati
per 24 ore con TGFRL (5 ng/ml), L1L-11 {5 ng/ml) o TGFRl e con un
anticorpo IL-1l1/controlle di neulbralizzazione. I grafici e le
fotogratie mostrano i risultati della colorazione di cellule in
seguibo ad incubazione per (a) contenuto di o-SMA per sbtimare la
frazione dei miofibroblasti, (b) EdU per seqguire le cellule
proliferanti in medo attivo. (c) Periostina per stimare la
produzione di ECM. La fluorescenza ¢ stata misurata con la
piattaforma Operetta per 14 campi attraverso 2 pozzelblbi per
ciascun paziente. 1 grafici mostrano anche la secrezione di
marcatori di fibrosi IL-6 (d), TIMP] (e) ¢ MMPZ (f) come valutato
atktraverso FLISA. La fluorescenza é stata normalizzata al gruppo
di controlle senza stimolazione e la media con deviazione
standard & rappresentata nel graflfico, 1L-11 induce una risposta
[ibrotica a 1livelli simili a TGFEL ed inibizione di TL-11
recupera il fenotipo TGFP1L al livelle di proteine. 1 wvalori P
regolali sono datbi come *P < 0,05, **p < 0,01, ***p < {0,001 o
kkxikp < 0,0001 dei gruppl sperimentali rispetto a cellule non
stimolate (Dunnett). T dati che cadono fuori dall'intervallo o
outlier sono stati rimossi (ROUT, Q=2%).

Figura 7. 1L-11 promuove la sinlesi di proteina di collagene o
stalla l'effetto pro-fibrotico di TGFRl a livello dell!'RNA.
Fibroblasti cardiaci derivabi da 3 individui sono stati incubati
per 24 ore con TGFA1 (5 ng/ml), IL=11 (5 ng/ml) o TGFPl e con un

anticorpo IL-11 di neutralizzazione. Dopo L'incubazione (a)
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grafico che mostra i risultati dn seguilo ad incubazione di
colorazione cellulare per collagene utilizzando 1'analisi
Operetta; la fluorescenza & stakta quantificakba come descritlho
sopra per la TFigura 6, (b) grafico che mostra i 1livelli di
collagene secrebo valutabl con colorazione Sirius Red, e (o)
grafico che mostra 1 livelli di RNA di collagene misuratl
mediants RT-gPCR. TL-11 induce una risposta fibrotica a livelli
simili a TGFAL solamente a livello proteico. L'espressione
maggiore di trascritbi di RNA di collagene mediante TGFRL non
porta ad aumentata produzione di  proteina se  IL-11 era
neutralizzata con un anticorpo. I valori di P regolabi sono dati
come *P < 0,05, ***p < 0,001 o *k*Fp < 0,0001 dei gruppi
sperimentali rispetto a gruppi di controllo di cellule non
stimolate (Dunnett).

Figura 8. I, 11 & un marcalore di librosi ed allivalore ablraverso
tessuti multipli. T'espressione di TIT-11 pud essere indotta da un
gruppo diverso di stimolanti pro-fibrotici a monte in aggiunta a
TGF31l. (a) Grafico che mostra l'effetto di TGFPl sull'espressionea
di TL-11; (b) grafico che mostra che ET-1 (endotelina) sovra-
regola IL-11 in fibroblasti epatici e polmonari; (¢) grafico che
mogtra che PDGE (fattore di crescita derivato dalle piastrine)
induge l'eapressione di IL-11 in fibroblasti renali. T livelli di
RNA di IL-11 sono stati misurati mediante RT-gqPCR; i wvalori P
regolati sono dati come *P < 0,05, **P < 0,01 o *#***p < 0,0001

(Dunnetl). Per esaminare l'effetto sistemico di TIL-11, sola
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soluzione salina (grigio) o TL-11 ricomhinante (nero) sono state
iniettate 6 volte alla settimane in topi C57BL/6 (200 pg/kg). 11
contenuto di collagene nel tessulo & staleo valutato medianle
analisi di idrossiprolina (QuickZyme) al livello di proteine ed i
risultati sono mostrati nel grafico (d). [ tessuti di animali
trattati econ rIL-11 hanno maggiore contenute di proteina di
collagene rispetto ai controlli (ANOVA; p=0,012). (e) Fotografie
di western blol che mosltrano che 1 livelli di o-SMA sono
aumentati nel rene e nel cuore di teopi trattati con 1L-11, il che
indica la presenza di miofibroblasti.

Figura 9, Diagramma che illuslra .4 ruolo  di TT.-11 come
reqolatore essenziale della risposta fibrotica. IL-11 & un
regolatore eassenziale richiesto per la risposta fibrotica. 1In
rizposta a danno ai tessuli o inflammazione cronica, le citochine
come TGFAL, ET-1 o PDGF vengono rilasciate per sovra-regolare la
Lrascrizione dei geni marcatori della flbrosi. L'agente aulocrino
IL-11 viene guindi prodotto in risposta a guesti stimoli a monte
per garantire efficients traduzions dei trascritti sovra-regolati
in proteine rilevanti a livello funzionale in modo specifico per
le cellule. L'inibizione di IL-11 blocca la sintesi della matrice
extracellulare chiave e proteine di miofibroblasti e impedisce
1'azione pro-fibrotica di un diverso gruppo di stimoli a monte.
Figura 10, [L'inibizione di TL-11 arresta la sintesi di proleine
di collagene in risposta a citechine pro-fibrotiche ANG2

(angictensina 11), PDGF ed ET-1. 1 Tlibroblasti cardiaci sono
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stati incubati per 24 ore con ANGZ, PBEDGF o ET-1 ed un anticorpo
I[L=11 neutralizzante. Dopo |'incubazione, le cellule sono state
colorate per il collagene e la fluorescenza & stata quantificata,
Questi stimoli inducono una risposta Fibrotico a livello simile a
TGFBL. Tuttavia, l'espressione di collagene non era aumentata se
IL-11 & neutralizzato con un anticorpo. T valori P sono dati come
Ardxp < 0,000 (L-Lest).

Figura 11. Sequenza nucleotidica di IL-11 umana, presa da GenBanlk
numero di accessione gi|391353405|ref|NM _000614.3 (interleuchina
11 (1L-11) di Homo sapiens, wvariante 1 ¢di trascritto Mrna)
[SEQ TD NO:1]. La sequenza sottolineata codifica mRNA di TL-11,
Le sequenze ombregglate sono atale utilizzate per la progettazione
di siRNA knockdown di TL-11 e sono mostrate separatamente come
SEQ TD NO:2-5, 8EQ ID NO: 3 e 4 si sovrappongono fra di loro
alltinterno di SEQ 1D NO:1.

Figura 12. La sequenza nucleotidica di TL-11Rx umana, presa da
Genbank numerc di accessione gi|975336|gb|U32324,1|H5U32324 (mRNA
di catena alfa del recettore di interleuchina 11 umana, csd
completi) [SEQ ID NO:6]. lLa sequenza sottolineata codifica mRNA
di IL-11Rat. Le sequenze tratteggiate sono state utilizzabe per la
progettazions di sSiRNA |knowdown di  10-11Ry e =sono mostrate
separatamente come S5EQ ID NO:7-10,

Figura 13. Tabella che mostra le scequenze di siRNA [SEQ ID NO:11-
147 per i1 knockdown di [L-11.

Figura 14. Tabella c¢he mosbra le sequenze di siRNA [SEQ ID NO:15-
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18] per il knockdown di TL-11Ra.

Figura 15. Grafice che mostra knockdown di siRNA di 1L-11Rx in
cellule HEK.

Figura 16. Grafico che mostra la profonditda di  lellura per
l'intera sequenza di trascrittoma di fibroblasti atriali umani da
160 individui con e senza stimolazione con TGERL.

Figura 17. Grafico che mostra 1'espressione di  geni marcatori
endoteliali, cardiomiociti e tibroblasti come delerminalbo
mediante RNA-seq del tessuto di origine (campioni di tessuti
atriali umani, n=8) e colture di fibroblasti non stimolate
primarie. (a) PECAML, (B) MYHE, (Cy TNNTZ2, (D) COL1AZ, ed (E)
ACTAZ.

Figura 18. Grafici c¢he mosbtrano la sovra-regolazione della
espressicne di TL-11 in fibroblasti in risposta alla stimolazione
con TGFAEL. (A e B) Grafici che mostraro ia variazione in numero
di volte dell'espressione di geni nalla fibrosi; IL-11 & il gene
maggiormente sovra-regolalbo in risposta al tratbamento con TGFAL.
(C) secrezione di IL-11 da parte di [ibroblasti in risposta alla
stimolazione con TGEFPL. (D) Confronto dell'espressione del gene
di IT-11 in tessuti di individui sani ed in fibroblasti atriali,
con o senza skbimolazione con TGEFRL. (E) Corrispondenza del numero
di wvolbte di variazione dell'espressione di IL-11 determinata
mediante RNA-seq rispetbto a qPCR.

Figura 19. Grafici che mostrano 1'induzione della secrezione di

IL-11 in fibroblasti primari da parte di varie citochine pro
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fibrotiche, come determinato mediante ELTSA. (4A) TGFRL, ET-1,
Angll, PDCF, 05M ed IL-13 inducono la secrezione di TL-11 ed TL-
11 induce anche |'espressione di TIL-11 in un loop di feedback
posiltivo., (B) Grafico che mostra che ELISA rivela solamente [L-11
nativa secreta dalle cellule e non rivela 1L-11 ricombinante
utbilizzata per la condizione della stimolazione di IL-11. (C) e
(D) Lie cellule sono atate stimolate con I[L-11 ricombinante, 1'RNA
di LL=11 & stato misurato ed il livello di proteina di 1L-1l
nativa & stato misurato nel surnatante di collura cellulare
mediante ELISA agli istanti di tempo indicati.

Figura 20. Grafici ed immagini che moslrano la generazione di
micfibroblasti da, e la produzione di ECM ed espressione di
citochine da parte di, fibroblasti atriali in risposta alla
stimolazions con TGFRL o con ITL-11. (A) Gencraziaone di
miofibronlasti e produzione di ECM da parte di fibroblasti
atriali primari in sequito a stimolazione con TGERL o con [L=11,
misurata mediante microscopia a fluorescenza dopo colorarzione per
o-5MA, collagene o periostina. (B) Contenuto di collagene del
surnatante di coltura cellulare determinato mediante colorazione
Sirius Red. Secrezione dei marcatori della [fibrosi (C) IL-6,
(D) TIMPL ed (E) MMP?2 misurata mediante ELISA. (F) AtbbLivazione i
fibroblasti murini mediante stimolazione con 1L-11 ricombinante
umana o murina, *P < 0,05, **P < 0,01, ***Dp <« (0,001, **%*+p <«
0,0001 [Media + 8D, Dunnett].

Figura 21. CGrafici che mostrano 1'effetto pro-fibrotice di 1L-11.
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(A) Fibroblasti di topo da diversi tessuti di origine possono
essere attivati mediante IL-11 e presentanc aumentala produzione
di ECM. [Media + 8D, Dunnett]. Iniezione di topi con TL-11
ricombinante o AngII da come risullbabo (B) aumento del peso degli
organi |[media #+ SEM] e (€) aumento del contenuto di collagene
(come determinato mediante analisi HPA). *P < 0,05, **P < 0,01,
wkkp o2 0,001, ¥FHFFDR < 00,0001 |[media + SD, Dunnett].

Figura 22. Grafici ed immagini che mostrano che IL-11 é necessario
per gli effetti pro-fibrotici di TGFpl sui fibroblasti.
(A) Generazione di miofibroblasti e produzions di ECM da parte di
fibroblasti atriali primari, con o senza stimolazione con TGFR1
ed in presenza/assenza di anticorpo anti-IL-11 neutralizzante o
IgG di eonbrollo isotipico, come misuralo mediante microscopia a
fluorescenza in sequito a c¢olorazione per (A) o—8MA, (B) EdlU o
(C) periostina. (D-F) Secrezione dei marcatori della fibrosi
(D) IL-6, (B) TIMPl, & (F) MMP2 & stata analizzata medianle
ELISA. La fluorescenza & stata normalizzata per i1 gruppo di
controlle senza stimolazione. [Media | 5D, Dunnett] *P < 0,005,
¥*kp < 0,01, ***p < 0,001 o ****p < 0,0001.
Figura 23. Grafici ed immagini c¢he mostrano 1'effetto della
neutralizzazions di 1L-11 sulla produzions di collagene innestata
da TGFBl. Ta produzione di collagene da parte di fibroblasti
cardiaci con o senza stimolazione con TGFRlL ed in presenza/

assenza di anticorpo anti-I1L-11 di neutralizzazione o IgG di

controllo isotopico, come deberminato mediante (A) analisi
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Operetta o (B) colorazione con Sirius Red. [Media + 8D, Dunnetl|
*p < 0,056, **p < 0,01, ***p < 0,001l o ****p < (Q,0001.

Figura 24. Grafici che mostrano la capacitd di vari antagonisti
di IL-11 ed IL-11Ra di inibire la fibresi. Fibroblasti atriali
umani sono stati trattati con anticorpo neutralizzante contro I1,-
-1 anticorpo neutralizzante conbro IL—=11Re;, molecola di
recettore decoy di I1L-11 che s8i lega ad LL-11, siRNA che sotto-
regola |'espressione di TL-11 o siRNA che scoltbo-regola
l'espressione di IL-11RA ed & stato analizzato l'effetto sulla
risposta pro-fibrotica guidata da TGFR1 nei fibroblasti in vitro.
[Media 4+ 8D, Dunnsttbt| *P < 0,05, **p < 0,01, ***Pp < 0,001 o ***+p
< 0,0001.

Figura 25. CGrafici a barra che mostrano la risposta i fibhroblasti
da Lopi knockout TL-11RA al trattamento pro-fibrotico.
Fibroblasbi derivati da topi IL-11RA WI' (1/4), ebLerozigoti (+/-)
ed omozigoti nulli  (-/-) sono stati incubati per 24 ore con
TGF31, IL-11 o Angll (5 ng/ml). (A) Porcentuale di miofibroblasti
come  deberminata  mediante analisi  del contenubo di o-3MA,
(B) percentuale di cellule proliferanti come delerminata mediante
colorazione per EdU, (C) contenuto di ceollagene, e (D) produzione
di BCM come misurata mediante rivelazione di periostina [Media +
3D .

Figura 26. Grafici che mostrano Ll'effelbto della neutralizzazione
di IL-11 sulla fibrosi in risposta a vari stimoli pro-fibrotici.

I fibroblastbi sono stalbi colbivati in viltro in presenza/assenza
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di  wvari differenti fattori pro-fibrotici differenti ed in
presenza/assenza di anticorpo anti-1L-11 neutralizzante o
anlicorpo pan anti-TGFpL  (A) produzione di collagene e  (B)
generazione di miofibroblasti come determinata mediante analisi
dell'espressione di w-SMA. [Media + 5D, Dunnett] *pP < 0,05, **pP <
0,01, ***p < 0,001 o ****p < 0,00C1.

Figura 27. Grafici a barra che mostrano 1l'espressione di marcatori
di fibrosi nell'atrio ¢ nel cuore di animali WT e IL-11RA (-/-)
in seguito a traltamenlo con Lrattamente con AngTI. (A) Contenuto
di collagene, come misurato mediante analisi di idrossiprolina.
(B) Espressione di collagene (CollA2). (C) Espressione di «oSMA
(ACTAZ) . (D) Espressione di fibronectina (Fnl).

Figura 28. Grafici che mostrano l'effetto di knockout di IL-L11RA
su fibrosi renale indotta da folata come misurate mediante
contenuto di collagene in tessuto renale.

Figura 29. Schema delle procedure sperimentali per 1'analisi di
fibrosi in (A) polmone, (B) pelle e (€) occhio per topi TL-11RA
-/~ rispetbo a topi LL-11RA /.

Figura 30. Diagrammi di scaltering che mostrano il numero di volte
di variazione nell'espressione di geni. (A) Numero di volte di
variarione nell'espressione genica di fibroblasti in sequito a
stimolazione con 7TGFRL, TL-11 o TGFRL ed TL-11. (B) Numero di
volte di wvariazione nell'espressione genica in  Fibroblasti
ottenull cda Lopil IL-1T1RA+/4 @ TL=11RA-/~- Ln seguito a

stimolazione con TOFRL.
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Figura 31. lotografie che mostrano 1'effetto di knockont di 1L-
11RA sulla cicatrizzazione di ferite e fibrosi nell'occhio in
sequito a btrabecolectomia (chirurgia di filtrazicne). (A) Sezione
dell'occhio di animali IL-11RA+/+ (WT) e 1L-1IRA-/- (KO) 7 giorni
dopo la chirurgia di filtrazione. (B) Maturazione di fibre di
collagene come valutato mediante la tecnica d colerazione picro-
sirius red/luce di pelarizzazione (Szendrdl et al., 1984, Acta
Morph. Hung, 32, 47-55); viene osscrvalba pid fibrosi in topi WT
che non in topi KO.
Figura 32. Grafici che mostrano l'effette di recettori decoy 1L-
11 sulla fibrosi in risposta alla stimolazione con TGFpl. I
fibroblasti sono stati coltivatil in vitro in presenza/assenza di
TGFAL (5 ng/ml), in presenza o assenza di (A) DILIRI (Decoy
Receptor 50aa Linker o Linker da 50aa del Recellore Decoy) o (B)
D11R2 (Decoy Receptor 33aa Linker o Linker da 33aa del Recettore
Decoy), a varie concentrazioni differenti. La generazione di
miofibroblasti dopo 24 ore (ciot¢ la percentuale di fibroblasti
abtivati) & stata determinata mediante analisi dell'espressione
di w-SMA.
Figura 33. Tabella che mostra la regolazione degli SNP di TTL-11
VS8T,uw 1h trans.
Figura 34. Tabella che moslra la regolazione degli SNP di IL-11
VBT iw— VB8 Tunaninn 11 l015;

Figura 35. Tabella che mostra la regolazione di SNP degli di IL-

11 V3Taiin=VSTunsein in tranas.
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Figure 363, 36B, 36C e 36D. Grafici che mostrano la regolazione
della risposta di IL-11 da parte di 8NP locali. L'BNA di
fibroblastli non stimolati & stimolati (TGFBL, 5 ng/ml, 24 ore)
derivato da 69 individui genotipizzati & stato sequenzialo.
campioni sono  stabi  raggruppalti  a seconda del genotipo e
ltaumento di espressione di IL-11 {VSTa 1w VST € stato
conlrontato fra gruppli con 0, 1 o 2 alleli minori.

Figura 37. Grafici che mostrano la regolazione della risposta di
IL-11 da parte di &SNP distanti. TL'RNA di fibroblasti non
skhimolati e stimolati (TGFBL, 5 ng/ml, 24 ore) derivato da 69
individui genotipizzati & stato sequenziato. 1 campioni sono
atati raggruppati a seconda del genotlipo e Ll'aumento di
espressione di  ILL1 (VST VSTusin) © stato confrontato fra
gruppi con 0 o 1 allele minore.

Figure 3BA, 38B, 38C e 38D. Grafici che mostrano che TL-11 &
richiesta per gli effetli pre Cibrotici di TGFPRL in fibroblasli
di fegato. L'attivazione e la proliferazione di fibroblasti
epatici umani primari, con o senza stimolazione con TGEFRl ed in
presenza/assenza di un anticorpo anti-IL-11 di neutralizzazione o
IgG di controllo isotipico, come misurala medlante analisi della
proporziona di (A) cellule positive a o-5MA, (B) cellule positive
ad Edl, (€) cellule positive a collagene, e (D) cellule positive
a periostina rispetto a cellule non stimolate (linea basale).
[Media + 8D, Dunnetlt] *P < 0,05, **pP < 0,01, ***p < (0,001 o ***4p

< 0,0001.
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Figura 39. Graficoe a barre che mostra che IL-11 & richieslta per
gli effetti pro-fibrotici di TGFPl in fibroblasti della pella.
L'attivazione di fibroblasti di pelle di Lopo, con o senza
stimolazione con TGFAl ed in presenza/assenza di anticorpo anti-
[1,=11 di neutralizzazione, come misurata mediante analisi della
percentuale di cellule positive a w-SMA (fibreblasti attivati).
Figura 40. Grafico a barre che mosblra la migrazione delle cellule
di fibroblasti di polmone con e senza segnalazione di IL-11. La
migrarzions dei fibroblasti del polmone da animali [1L-1TRAt/t (WT)
ed IL-11RA-/- (KO) & stata analizzata in un'analisi di striscio
in vitro senza sLimolo o in presenza di TGFBRL o IL-11.
Esempi
Esempio 1
La risposta fibrotica & rcaratterizzata da diffuse wvariazioni
molecolari in fibroblasti residenti attivati. Per stabilire Il ruole
di TL-11 come un marcatore chiave di questa transizione, abbiamo
valutato e classificato differenze di esspressione di RNA globali in
fibroblasti atriali derivati da 80 individul prima e 24 ore dopo
1tattivazione del fattore di crescita di trasformazione beta-1
(TGEFRL) . Abbiamo coltivato fibroblasti primari derivati dall'atrio di
80 individui che avevano subito intervento chirurgico cardiaco per
malattia delle arterie coronarie. 1 fibreoblasti sono stati studiati
ex vivo alla linea basale e dopo stimolazione con TGFAL (un pobLente
stimolo pro-fibrotico) utilizzande profiling di espressione a livello

dell'intero genoma (RNA-Seq) combinato con analisi fenotipiche e
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genotipivzzarnione.

L'espressione di 1L-11 era indotta in misura significativa in
risposta al Lrattamenlo con TGFBL con livelli di RNA che aumentavano
di hben 30x (> Bx in media). L'espressione di IL-11 era maggiore
dell'espressione di tutti gli altri geni individuali (Figure la,b),
il che significa che ~11.500 geni espressi in fibroblasti IL-11 erano
pill nellamente sovra-regolati. La sovra-regolazione di IL-11 ¢ stata
confermata mediante RT-gPCR nonché con esperimenti BLISA (Figure
le,d), il che indica che la produzione ed il rilascio aumentati di
proteina T ll_ in fibroblasti attivati sono il motore principale
della fibrosi.

Per wvalutare se LL-11 agisce come un fattore di segnalazione
autocrine che guida la fibrosi, abbiamo incubato fibroblasti atriali
non stimolati con IL=11 ¢ moniloralte la proliferazione delle cellule,
genarazione di miofibroblasti, nonché espressione di collagene e
periostina a livello proteico., Abbiamo osservabo un  aumento  di
produzione di collagene, di proliferazione cellulare e di espressione
di periostina a livelli simili a quelli indotti dal percorso di
segnalazione di TGFAL. Fibroblasti attivati da IL-11 inoltre si
differenziavano in miofibroblasti «-5MA+ (Figura 2).

In aggiunta alla sua funzione pro-fibrotica, si & trovato che
[L=11 gioca un ruole critico nella risposta fibrotica indotta da
TGFRL stessa. L'inihizione di T1L-11 con un anticorpo monoclonala
anbi-TL-11 umano di neulralizzazione (IgGs;, murina monoclonale; Clone

$22626; catalogo N. MABZ218; R&D  Systems, MN,  USA) riduceva
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ltattivazione dei fibroblasti attraverso TGFALl. Cellule incubate con
TGFAL non generavano pild proteine di matrice extracellulare gquando
l'anticorpo per 1L-11 era presente (Figura 3).

Abbiamo mostrato che gli anbicorpi di neutralizzazione per TL-11
impediscono l'attivazione di fibroblasti indollLa da TGERI.
Esempio 2

L'infiammazione ed i1 danno ai tessulbi stimolano un processo
dinamico che implica il reclulamenlo, la proliferazione )
l'attivazione dei fibroblasti per generare una maltrice extracellulare
ed diniziare 11 risanamento di una ferita e la formazione di
cicalrici. Questa rispoata fibroltica & caratterizzata da diffusi
cambiamenti molecolari nei Ffibreblasti residenti attivi, che puod
easere indolblla da TGFRI, una citochina multifunzionale che viene
rilasciata da cellule locali ed infiltranti.

Per identificare marcatori chiave di questa transizione, abbiamo
valutato e classificato le differenze di espressione di RNA globale
attraverso il sequenziamento di trascrittoma in fibroblasti atriali
derivat! da 80 individui prima e 24 ore dopo tratbamento con TGEFRL.
Come discusso nell 'Esempio 1, | '"espressione di 1L-11 era
significalivamente sovra-regolata in fibroblasti atbtivali & abbiamo
mostrato per la prima volta che la risposta trascrizionale di IL=11 &
maggiore della risposta Lrascrizionale di  tubtbti gli albkri geni
individuali regolati nella fibrosi (Pigura 4a). Tl confronto del
livello di espressione di IL-11 nel nostro sistema di modello con

vari tessuti umani indicava che 1 livelli di TL=11 alti erano pure
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estremamente specifici per la risposta fibrotica (Figura 4b), i1 che
1i rende un marcatore ideale per valutare la misura della fibrosi nel
COrpo umano.

Per valutare ulteriormente se [IL-11 agisce come un tfattore di
goegnalazione aubocrino che guida la fibrosi, abbiamo confermalbc che
una sovra-regolazione di RNA di TI-11 (Figura ba) porta ad un aumento
della secrezione di TL-11 {Figura 5b) da f[ibroblasti altriali.
L'incubazione di fibroblastl con TL-11 non aumentava l'espressione di
RNA di LIL-11 (Figura 5c¢), ma portava ad un aumento della secrezionse
di IL-11 dalle eellule (Figura 5d). Cid mostra che TL-11 ha un
effetto autocrino sul fibroblasti che regola la produzione della
proteina di TL-11 a livello traduzionale.

Abbiamo quindi incubalbo fibreblasti atriali con TGFR1, con IL-11
ricombinante o con TGFBRl e con un anticorpo meonoclonale anti-TT-11
umana neubralizzante (1gG2A  monoclonale murina; Clone {22626;
cataloge N. MAR218; R&D  Systems, MN , USA) e monitorato la
proliferazione cellulare, la genecrazicne di miofibroblasti, nonche
l'espressione di periostina a livello proteico. Abbiame osservato un
aumento di fibroblasti attivall (cellule positive a o-5MA),
produzicne di periostina e proliferazione cellulare ad un livello
simile sia per fibroblasti stimolati da TGFR1T che da I1L-11. In
aggiunta alla sua funzione pro-fibrotica, si & trovato che IL-11
gioca inoltre un ruole critico nella fibrosi da TGFRl stessa.
L'effelto pro-fibrotico di  TGFA1  era inibito quando  abbiamo

nentralizzato IL-11 con 1'anticorpo (Figure 6a-c). Lo stesso schema é
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stato osservato quando abbiamo monitorato la secrezione di marcatori

di fibrosi come IL6, MMPZ e TIMPl (Figure 6d-f).

Abbhiamo quindi monitorate la deposizione di collagens, 1l
contrassegno patognomonico della risposta fibrotica, utilizzando una
pluralitad di analisi attraverseo diversi livelll regolatori della
espressione genica. 5i e trovato che TGFfl aumenta il collagene
intracellulare (Figura 7a), il collagene secreto (Figura 7h), nonché
i livelli di RNA di collagene (Figura 7¢), come previsto. La risposta
a 1L-11 veniva osservata solamente a livello proteico (Figure 7a,b) e
non a livello dell'RNA (Figura 7c¢). La stimolazione con TGFRT  in
parallelo all'inibizione di IL-11 ha portato ad un aumento di RNA di
collagene ma quest'effetto guidato da 7TGFBE1 non veniva portate a
livello delle proteine.

Per stabilire ulteriormente il ruole centrale di IL-11 nella
fibrosi a valle dello stimolo pro-fibrotico multiplo, abbiamo
valutato l'espressione di IL-11 attraverso popolazioni di fibroblasti
derivali da quatbtre diversi tessubti in risposta a TGFpL (Figura 8a),
ET-1 (Figura #b) e PDGF (Figura 8c¢). Abbiamo somministrato inolbre
TL-11 ricombinante in modo sislemico a topi C57BL/6 e monitorato
l'espressione di collagene e di «SMA. lLa produzione di ceollagene era
aumentata attraverso rene, cuore e fegato (Figura 8d) e abbiamo
rivelate anche pit fibreoblasti atbivati nel cuore e rene, indicali da
maggiori livelli di proteina aSMA (Figura 8e).

Le nostre scoperte dimostrano un nuove ruole cenbtrale per 1L-11

nella fibresi ed in medo estremamente importante, mostrano che IL-11
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e a valle degli stimoli pro-fibrotici ¢hiave atltraverso diversi
tessubi. Questi risultati mostrano che IL-11 & necessario per TGFpRI
per procedere dalla regolazione trascrizionale alla traduzions delle
proteine. L'inibizione di IL-11 stalla 1'effetto pro-fibrotico di
TGFRAE1D sul Lrascriltloma (Figura 9).

Esempie 3: Gli anticorpi anti-IL-11 inibiscone gli stimeoli pro-

fibrotici

In esperimenti analoghi a quelli describti rispetto alla Figura
3¢, fibroblasti alriali sono stalbl esposti ad altri stimoli pro-
fibrotici sotto forma di angiotensina II {(ANG 2), fattore di crescita
derivato dalle piastrine (PRGF) ed endolbelina 1 (FT-1) ed & stata
misurala la produzione di collagene.

In aggiunta all'induzione dell'espressione di mRNA di 1L-11,
ciascuno di ANGZ, PDGE ed ET-1 induceva 1'espressione di proteina [[L-
11, TL'inibizione di TIL-11 con un anticorpo monoclonale anti-TL-11
umano neubralizzante ([gG., monoclonale murina; clone #22626; calalogo
N. MAB218; R&D Systems, MN, USA) hloccava l'effetto pro-fibrotico di
ciascuno di guesti stimoli pro-fibrotici (Figura 10) indicando che
IL-11 & 1'effettore centrale degli stimoli pro-Tibrotici maggiori
(TGFAL, ANGZ, PDGF ed BT-1).

Esempio 4: knockdown di IL-11R

Cellule HEK sono state Cransfelbtate (24 ore) con siRkRNA  naon
bersagliante (NT) o uno di qualtro diversi siBNA contro il recettore
di IL1TRA1  (2iRNA 5-8; PFiqura 14; SEQ ID NO:15-18). L'RENA & stato

estratto ed analizzato per 1l'espressione di RNA di ILI1IRAL mediante
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gPCR. 1 dati sono mostrati nella Figura 15 come livelli di
espressione di mRNA rispetto al controllo (NT).

Esempio 5: Ruclo di IL-11 nella fibrosi

5.1 IL-11 & sovra-regolato nella fibrosi

Per comprendere i processi molecolari alla base della
transizione di fibroblasti a miofibroblasti attivati, tessuto atriale
& slato ollenulo da pio di 200 pazienbti che avevano subilo inlLervento
chirurgico di bypass cardiaco presso 1l National Heart Centre
Singapore. TLe cellule sono state collivate in vitro ad un basso
passaggio (<4 passaggi) e o non stimolate o stimolate con TGFpl per
24 ore. Abbiamo successivamente compiuto analisi di sequenziamento di
RNA ad alta resa (RNA-seq) di fibroblasli non stimolati e cellule
stimolate con stimolo pro-fibrotico protobipo TGFRI in 160 individui;
la profonditad di lettura media era di ~70M per campione (paired-end
100 bp; Figura 16).

Per garantire la purezza delle colture di cellule di fibkbroblasti
atriali, abbiemc analizzato 1'espressione di geni marcatori di
cellule endoteliali, cardiomiociti e tipo di cellule di fibroblasti
dall'alrio (Hsu et al., 2012, Circulation Cardiovasc. Genetics, 5,
327-335) nel gruppo di dati RNA-sedq.

I risultati sono mostrati nelle Figure 17A-17E ¢ confermano la
purezza delle colture di fibroblasti atriali.

L'espressione genleca & stata analizzata mediante RNA-seq del
tessuto di origine (campioni di tessuto atriali umani n=8) o colture

di fibroblasti non stimolate primarie. L'espressione nulla/
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egtremamente basasa di marcatori di cellule endoteliali PECAML (I"igura
17n) e marcatori di cardiomiociti MYH6 (Figura L7B) e di TNNT2
(Figura 17C) & stata rivelata in campioni di coltura di cellule di
fibroblasti.

I marcatori per [Cibroblasti COL1AZ (Figura 17D) ed ACTAZ (Figura
17R) erano altamente espressi rispetto al tessuto di origine.

Quindi, i dati di RNA-seq sono stalbl analizzabi per identificare
i geni la cui espressione era aumentata o diminuita in seguilo a
stimolazione con TGHREL e queslt'informaxzione & stala integrata con il
grosso gruppo di dati di RNA-seq attraverso 35t tessuti umani forniti
dal progetto GTEx (The GT'Ex Consortium, 2015, Science, 348, 648-660).
Cid ha consenlilto 1'idenbificazione delle firme di espressione genica
che erano specifiche per la transizione fibroblasti-miofibroblasti.

T risultati sono meostrati nelle Figure 1BA-18E. Allraverso i
10000+ geni espressi nei fibroblasti, 1L-11 era il gene pid
fortemenbe sovra-regolatbto in risposta alla stimolazione con TGFRl ed
in media attraverso i 160 individui era sovra-regolato di pit di 10
volle (Figura L18A).

La sovra-regolazione dell'espressione  di IL-11 e sktata
confermata mediante analisi ELTS5A del surnatante di coltura cellulare
di fibroblasti stimolati con TGFpl (Figura 18C). rispetto al livello
di espressione di I1IL-11 in altri tessuti di individui sani, questa
risposta si @ osservato che era altamente specifica a [ibreoblasti
attivali (Figura 18D). Variazioni di wvari numeri di volte della

eapressione di RNA di LL-11 €& stata pure confermala medianle analisi
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gPCR (#igura 18R).

Quincdi, i fibroblasti scno stati coltivati in vitro e stimolati
con diversi altri fattori pro-fibrotici noti: KT-1, ANTT, PDGI, OSM
ed IL-13 ed anche con IL-11 ricombinante umana. Per 1'analisi della
sovra-regolazione di IL-11 prodotta in risposta a stimelazione con
[L-11, si & confermato che ELISA era in grado di rivelare solamente
TL-11 nativa secrelLa dalle cellule e non rivelava IL-11 ricombinante
utilizzata per le stimolazioni (Figura 19B).

T risultati sone mosbrati in Figura 19A. 8i & trovalo che
ciascun fabtore induce in misura significativa la secrezione di IL-11
da fibroblasti. Viene mostrato che IL-11 agisce in un loop autocrino
nei fibroblasti, cosa che pud dare come risultato sovra-regolazicne
della proteina IL-11 di ben 100 volte dopo 72 ore (Figura 19D).

In modo interessante, questo loop autocrinoe per IL-11 & simile
alla produzions autocrina di IL-6. TL-6 @& della medesima famiglia di
citochine e pure compie segnalazione albtraverso il recebtore di gpl30D
(Garbers e Scheller, 2013, Biol. Chem., 394, 1145-1161), che & stato
proposto garanltire sopravvivenza e crescita continuata di cellule di
cancra al polmone ed alla mammella (Grivennikov e Karin, 2008, Cancer
Cell, 13, 7=-9).

Nessun aumente del livello di BNA di IL-11 & statoe rivelalo in
risposta alla stimolazione con IL-11 (Figura 190). A differenza di
TGFRL, che aumenta 1'espressione di IT—-11 sia a livello di RNA che di
proteine, pertanbto, sembra che IL-11 regol i Verso 1'aito

l'espressione di ITL-11 solamente a livello post-trascrizicnale.
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5.2 1L-11 ha un ruolo pro-fibrotico nella fibroai di tessuto cardiaco

Per esplorare se la produzione aulecrina di TL-11 sia pro— o
anti-fibrotica, | flibroblasti sono stati coltivati in vitre con TL-11
ricombinante e la frazione di miofibroblasti (cellule positive a
aSMA) ed ¢ stata analizzata la produzicone di malrice extracellulare.

L'espressione di oSMA, collagene e periostina & stala monitorata
con il sistema Opereblba di acquisizione di immagini ad alto contenuto
in un modo automalizzalo ad alta resa. Iln parallelo, la secrezione di
proteine marcatrici di fibrosi come MMPZ, TIMP] ed I1L-6 & stata
analizzata mediante analisi ELISA ed i livelli di collagene sono
stati confermati mediante analisi colorimetrica 8Sirius Red del
surnatante di coltura cellulare.

In breve, [libroblasti abtriali derivati da 3 individui sono stati
incubati in 2 pozzetli ciascuno per 24 ore senza stimolazione, con
TGERL (5 ng/ml) o con IL-11 (5 ng/ml). Dopo l'incubazione, le cellule
sono state colorate per analizzare il contenuto di o-3MA per stimare
la frazione di miofibraoblasti e per collagene & periosblina per
stimare la produzione d4di BECM. La fluorescenza & stata misurata in 7
campi per pozzebtto. 1L surnatante di 2 pozzetti per individuo & sbtato
pure valulalo per il econlenuto di collagene mediante colorazione
Sirius Red. T1 segnale & stato normalizzabo al gruppe di controllo
senza stimolazione. lLa secrezione di marcateri della fibrosi [L-6,
TIMP1 & MMPZ & stata analizzata mediante ELISA.

I risultati sono mostrati nelle Figure 20A-20F. Fibroblasti

attivati da TCFRL e produzione aumentata di BCM  (Figura 207) .
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Tnaspettatamente e in contrasto con il ruolo anti-lfibrolico descritto
per IL-11 nel tessuto cardiaco nella letteratura scientifica, TL-11
ricombinante provocava un aumento nella frazione di miofibroblasti in
colture di fibroblasti ¢ promuoveva anche la produzione di collagene
di proteine di mabrice extracellulars e periostina nella madesima
misura di TGFEL  (Figura 20A). Sia I[L-11 che le citochine TGFpI
inoltre aumentava significativamente la secrezione di marcatori pro-
fibrotici 1L-6, TIMPl o MMPZ (Figure da 208 a 208) e ad un livello simile.

Gli dinventori hanno ipotizzato che la contraddizione fra la
presente scoperta che IL-11 & pro-fibrotico nel tessuto cardiaco ed
il ruecle anti-fibrotico descrillo in letberatura, potrebbe essere
correlata all'uso di IL-11 wumana in roditori in quegli satudi
precedenti (Obana et al., 2010, 2012; Stangou et al., 2011;
Trepicchio ¢ Dorner, 1998).

Per esaminare questa ipotesi, diluizioni seriali di TL-11 sia
umana che murina sono state compiute e 1'allivaxione di fibroblasti
atriali wvmani & stata monitorata (Figura 20F). Non si & ossarvala
alcuna attivazione dei fibroblasti a basse concentrazioni di 1L-11
umana su  cellule murine, 11 «che suggerisce c¢he le precedenti
intuizioni sulla funzione di  1TL-11 fossero in parle dovute a
osservazioni non specifiche per TL-11.

5.3 TTL-11 ha un ruolo pro-fibrotico nella fibrosi di una varieta di

tessubi

1A

Per Lestare se l'azione pro-fibrotica di TL-11 foase specifica

per i fibroblasti atriali, Ffibroblasti umani derivati da diversi
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tessuti differenti (cuere, polmone, pelle, rene e fegalo) sono stati
coltivati in wvitro, stimolali con TL-11 umana e Ll'attivazione dei
fibroblasti e la produzione di ECM sono state analizzate come
descritto sopra. Aumentata attivazione di fibroblasti e produziones di
FCM  sono state osservate rispetto a colture non stimolate di

fibreblasti derivabi da ciascuno dei tessubi analizzati.

5.3. Fibrosi epatica

Per teslare se la segnalazione di IL-11 & importante nella
fibrosi epatica, fibreblasti epalici primari umani (Cell Biologics,
Cat. # H-6019) s=ono stati coltivati a basso passaggio in pozzetbi di
piastre da 96 pozzetti e o non stimolati, stimolati con TGFBl (5 ng/
ml, 24 ore), con IL-11 (5 ng/ml, 24 ore) o incubati sia con TGFP1L (5
ng/ml) che con un anticorpo per IL-11 neutralizzante (2 pg/ml) o per
TGERL (5 ng/ml) e con un anticorpe di  controllo isotipico.
L'attivazicne di fibroblasli (cellule positive ad oSMA), la
proliferazione di callule (cellule positive ad ®dU) e la produzione
di ECM (periostina e collagene) sono state analizzate utilizzando la
plattaforma Operelbta.

T risultati degli egperimenti con fibroblasti epatici umani
primari sono mostrati nelle Figure 38A-38D. S5i & trovato che TL-11
attivava i fibroblasti epatici e la segnalazione di IL-11 & stata
Lrovata necessaria per l'azione pro-fibrotica di TCEPL in fibroblasli
di fegato o epatici. 8ia l1'attivazione che la proliferazieone di
fibroblasti era inibita dall'anticorpo anti-IL-11 neutralizzante.

5.3.2 Fibrosi della pelle
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Par Lestare se la segnalazione di IL-11 ¢ importante nella
tibrosi della pella, 1 fibroblasti di pelle di topo primari sono
stati coltivati a bassi passaggi in pozzetti di piastre da 96
pozzetti e o non stimolalbi, sbimolabi con TGFRL (5 ng/ml, 24 ore) o
incubali per 24 ore sia con TGFAL (5 ng/ml) che con un anticorpo per
[L-11 di neutralizzazione (2 pg/ml). L'attivazione dei fibroblasti
(cellule posibive a wSMA) & stata quindi analizzata ubilizzando la
piattaforma Operelta.

T risultati sono moatrati in Figura 39. L'altivazione mediala da
TGFp1 di fibroblasti della pelle era inibita dall'anticorpo anbi-TTL-
11 di neutralizrazione,

5.3.3 Fibrogi in organi multipli

Quindi, TL-11 ricombinante murina & astata inietlata (100 pg/kg,
3 giorni/sctbimana, 28 giorni) nei lLopl per testare se 1L-11 potessc
guidare la fibrosi dei tessubti globali in vivo.

I risultati sono mostratbti in Figura 21. Rispetfo all'iniezione
di AngIT (una clltochina che proveca 1'innalzamenlto della pressione
del sangue ed ipertrofia del cuore), 1L-11 pure aumentava il peso del
cuore, ma anche il peso di rene, polmone e fegato, rispetto al peso
corporeo (Figura 21B). La valutazione del contenuto di collagene in
gquesti tessull medianle analisi di idrossiprolina ha rivelato una
sovra-regolazione della produzione di collagene in quesli tessuti,
indicande fibrosi poiché probanilmente provocano 1'aumento del peso
dell'organo (Figura 6C). L'espressione di geni marcatori di fibrosi

ACTAZ (= a8MA), Collal, Col3al, PFnl, Mnp2 e Timpl & stala anche
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rivelata mediante analisi gPCR di RNA isclato dai tesgsuti di cuore,

rene, polmone e legalo di questi animali.

Esempio 6: Potenziale terapeutico dell'antagonisme di IL-11/IL-11R

6.1. Inibizione della risposta fibrotica utilizzando antagonisti

neutralizzanti di IL-11/I1L-11R

Quindi & stalo investigalo se il loop autocrino della secrezione
di IL-11 fosse necessario per l'effetto pro-fibrotico di TGFBl sui
fibroblasti.

IL-11 & stato inibito utilizzando un anbicorpo di
neutralizzazione disponibile in commercio (IgG., moncclonale murina;
clone |22626; catalogo N. MAB218; R&D  Systems, MN, USA). T
fibroblaski sono stati Lrattabi con TGFPL in presenza o in assenza
dell'anticorpo e sono state misurate L'atbivazione di fibroblasti, la
proporzione di cellule preoliferanti e la produzione di  ECM e
marcabtori della risposla Cibrolica,

In breve, fibreoblasti atriali derivati da 3 individui sono stati
incubali per 24 ore con TGEAD (5 ng/ml) o con TGFAL in presenza di un
anticorpo anlti-IL-11 di neutralizzazione o anticorpe di controlle
igotipico. Dopo 1'incubazione, le c¢ellule sonoe state colorate per
aSMA per determinare la frazione di miofibroblasti, la proporzione di
callule proliferanti & stata determinatba mediante analisi della
incorporazione di EdU e la periostina & stata misurakta per
determinare la produzione di ECM. La fluorescenza ¢ slala misurata
con la piattalforma Operetta per 14 campo attraverso 2 pozzetti per

ciascun individuo. La secrezione di marcabtori di Fibrosi I1L—-6, TIMP1
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e MMPZ2 & stata pure analizzata ELLSA. La fluorescenza & stala
normalizzata al gruppo di contreollo senza stimolazione.

I risultati sono mostrati nelle Figure da 22A a 22F. 38i &
trovate che 1'inibizione di 1L-11 migliora la fibrose indotta da
TGFREl e =i @ mostralbleo che TL=11 & essenziale per ['effetto pro-
fibrotico di TGFPl. 8i & trovato che 1'inibizione di IL-11 “recupera®
i1 fenotipo di TGFBL a livello proteico.

I stata anche analizzata la produzione di collagene. Fibroblasti
cardiaci derivati da 3 individui sono stalbi incubali per 24 ore con
TGERL (5 ng/ml) o con TGFEL e con un anticeorpe per TIL-11
neutralizzante. Dopo 1'incubazione, le cellule szono skate colorate
per collagene ubilizzando L'anallsi Operette e la fluorescenza o
stata quantificata come descritto in precedenza. T livelli di
collagane secreto nel surnatante di coltura cellulare sono slali
valuLali mediante colorazione Sirius Red.

[ risultati sono mostrati nelle Figure 23A e 23B e confermano
l'effelto anti-fibrotice dell'iniblzione di IL-11 utilizzande un
anticorpo di neutralizzazione.

Quindi, la capacitd di diversi altri antagonisti di 1L-11/10-11R
di inibire la fibrosi @& stata analizzata in vitro utilizzando
Fibroblasti atriali, analisi di Lransizione di miolibroblasti indobtta
da TGFRL come descritbo qui in precedenza.

In breve, cellule di C[ibroblasti abriali umani  sono slate
coltivate in vitre, atimolate per 24 ore con TGFAL (5 ng/ml) o

laseciate nen stimolate, in presenza/assenza di: (i) un anticorpo
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anbi-Tr-11 di neutralizzazione, (ii} una proteina di rusimneldi IL-11
RA-gpl130, (iii) un anticorpo anti-TL-11 RA di neutralizzazione, (div)
trattamento con siRNA dirette contre IL-11, o (v) trattamento con
SiRNA diretto contro TL-11RA. La proporzione di fibroblasti attivati
(miofibroblastl) & stalta analizzala valulando i1 contenuto di aSMA
come descritle sopra.

I risultati sono mostrati nella Figura 24. Ciascuno degli
antagonisti della segnalazione di 1L-11/1L-1JR & stalo trovato in

grado di abrogare la risposta pro-fibrolbica mediata da TGEFp1.

Esempioc 7: Conferma in vive di un ruole pro-fibrotice per la

segnalazione di IL-11/IL-11R

7.1 Studi in vitro vtilizzando cellule derivate da topi knock-out del

gene [L-11RA

Tutti i topi sono stati allevati ed alloggiali nalla medesima
stanza e forniti a volontad di cibo ed acqua. I topi mancanli degli
alleli funzionali per TL-11Rx (topi KO per 1L-11RAl) arano sullo
sfondo genetico CS7BI/6. T Lopi erano di 9-11 settimane di eta ed i
pesi degli animali non differivano in modo significativo.

Per confermare ulteriormente l'effetts anti-fibrotico della
inibizione della scgnalazione di TL-11/1L-11RA, fibroblasti primari
sono stati generabi da topi knock-oub del gene IL-11RA ed incubati
con cellule di fibroblasti primari raccolti da animali IL-11RA+/+
(cioé di tipo selvatico), ITL-11RA+/- (cioe elerozigoli knockout) ed
IL-11RA-/- (cioé omozigoli knockout) con TGFPlL, IL-11 o AngII. Sono

state analizzate 1'attivazione e la proliferazione di fibroblasti e



L
114 Ing. Marco MONTEBELLI
MO08.D1.SM.59E USBM CPI 001

la produzione di ECM.

T fibroblasti derivali da lLopi IL-11RA+/1, TL-11RA+/- e TL-
11RA-/- sono stati incubati per 24 ore con TGERL, [L-11 o Angll (5
ng/ml). Dopo L'incubazione, lLe cellule sono state colorate per il
conlenubo di o8MA per sbimare la frazione di miofibroblasti, per EdU
per identificare la frazione di cellule proliferanti e per collagene
¢ periostina per stimare la produzione di ECM. La f[luorescenza &
stata misurata utilizzando la piattaforma Operetta.

I risultali sono mostrati nelle Figure da 25A a 25D. Topi TIL
L1RA-/- sono stati trovati non rispondere a sLimoli pro-TibrolLici.
Questi risultati suggeriscono che la segnalazione di IL-11 & pure
necessaria per la [ibrosi indolta da AngTl.

Quindi, si @& esaminatc se questo wvaleva anche per albre
citochine pro-fibrotiche. In breve, 1 fibroblasti sono stati
coltivatbi in vitreo in presenza/assenza di varl fattori pro-fibrotici
diversi (ANGZ, ET-1 o PDGF) ad in presenza/assenza di anticorpo anti-
IL=11 di neutralizzazione o anticorpo pan anli-TGFp. Dopo 24 ore, la
produzione di collagene da parte delle cellule é stata debterminata
mediante analisi usando il sistema Operetta come descritto sopra e la
generazione di miofibroblasti & stata determinata mediante analisi
dell'espressione di aSMA come descrillo sopra.

T risultati sono mostrabi nelle Figure 26A e 26B. S5i & trovato
che IL-11 & necessaria per la fibrosi a valle degli sktimoli pro-
fibrotici wvari ed & anche stata identificata come 11 mediatore

centrale della fibrosi indotta da una wvarieta di fattori pro-
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fibroLici differenti.

In un ulteriore esperimenteo, il ruole della segnalazione di TIL-
11 & sbato investigato nella fibresi polmonare, utilizzando analisi
di striscio in wvitro di migraziona dei fibroblasti del polmone. Tn
risposta agli stimoli pro-fibrotici, i fibroblasti vengono attivati e
migrano all'interno della nicchia fibrotica nel corpo. [1 Lasso di
migraziona delle cellule & una misura delle inlLerazioni cellula-
cellula e cellula-matrice ed é& un modello per il risanamento di
ferite in viveo (lLiang et al., 2007; Nat. Protoc., 2(2):329-33).

T fibroblasti derivati dal tmssuﬁo di polmone da Lopi di Lipo
nativo (WT) ed anche knockoul omozigoti TL-11RA ({-/-) sono stati
fatti crescere a basso passaggio st una superficie di plastica finché
formavano un monostrato di cellule uniforme. E stato quindi creato
uno striscio nelle stralto di cellule e la migrazione delle cellule
vicine allo striscio & stata monitorata, o in assenza di slimolazione
o in presenza di TGFRL o di TL-11. Immagini catburate in due istanti
di tempo immediatamente dopo aver creato lo skriscio a 24 ore sono
state utilizzate per determinare 1'arca copertura dalle cellule ed il
tasso di migrazione & stato confrontato fra fibroblasti WT e KO. La
migrazione delle cellule (area nello striscio coperta dalle cellule
dopo 24 ore) & stata normalizzata rispetto al tasso di migrazione di
cellule WT senza stimolo.

I risultati sono moslrati in Figura 40. Fibroblasti «i polmone
derivati da Lopi WT sono stati mostrabti migrare pia velocemente in

proesenza di TGFBL e di 1L-11, il che indica un etfetto pro-fibroticeo
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di entrambe le cilochine in fibroblasti di polmone, Cellule che
mancano di segnalazione di IL-11 derivate da topl KO migravano pin
lentamente rispetto a «cellule WI. Inoltre, non migravano pin
velocemenbe in presenza di TGFEL. L'analisi di striscio rivelava che
i fibroblasti di polmone che mancavano della segnalazione IL-11 hanno
una diminuzione del tasso di migrazione di cellule sia in prosenza di
TGPPL o di IL-11 che alla linea basale. Pertanto, l'inibizione della
segnalazione di 1L-11 & anti-fibrotica nel oalmone.

7.2 Fibrosi cardiaca

L'efficacia dell'inibizione di 1L-11 per trattare i disturbi
fibrotici & stata investigata in vive. Un modello murino per la
fibrosi cardiaca, in cui la fibrosi viene indotla dal trattamento con
AnglIT, & stabto utilizzato per inveslbigare se o meno topl IL-11RA /-
fossero protetti da fibrosi cardiaca.

In breve, & stata impiantata una pompa ed 1 Lopi di Lipo nalivo
(W) LL=11RA (+/+) e topi knockout (KO} IL-11 BRA({(-/-) sono stati
Lratlali con Angll (2 mg/kg/giorne) per 28 giorni. Al Lermine
dell'egperimento, il conlLenuto di collagene é stateo valutato negli
abri dei topi utilizzando un kit di analisi basata su idrossiprolina
colorimetrice ed il livello dell'espressione di RNA dei marcatori o
fibrosi CollAZ, wSMA (ACTAZ) e fibronectina (Fnl) & stato analizzato
mediante gPCR.

I risultati sono mostrati nelle Figure da 27A e 27D. I stato
trovato che i topi IL-11 RA-/- erano protetti dagli effelli pro-

fibrotieci di AngII.
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7.3 Fibrosi renale

[T modello murino di fibrosi renale & stato stabiliteo in tepo di
tipo native (WT) IL-11 RA (+/+) e knockoul (RKO) LL=11 RA(=/-)
mediante iniezione intraperitoneale di acido feolieco (180 mg/kg) in
veicolo (NaHCO; 0,3M); al topi di controlle & stato somministrato il
solo veicolo. T reni sono stalbi rimossi 28 giornl post-iniezione,
pesati e fissati in formalina con tampone neutro al 10% per i1
tricromo di Masson e colorazione Sirius oppure congelati in modo
rapido per l'analisi del collagene, BRNA e studi di proteine.

L'RNA totale & stato estratto da reni congelali in modo rapido
utilizzando il reagente Trizeol (Invitrogen) ed il procedimento Qiagen
Tissueliyzer seguilbo da purificazione in colonna RNeasy (Qiagen). Tl
aDHNA & state preparate utilizzande il kit di  sintesi di  cDHA
ScriptTM, in cui ¢iascuna reawione conteneva 1 pg di RNA totale,
gsecondo le istruzioni del fabbricante. L'analisi dell'espressione
genica RT-PCR quanbitaliva ¢ stala compiula su campioni in triplicato
o con TagMan (Applied Biosystems) o con la tecnologia fast SYBR green
(Qiagen) ulilizzando StepOnePlusTM (Applied Biosystems) su 40 cicli,
I dati di espressione sono stati normalizzati al livello di
esnressione di mRNA GAPDI ed abbiamo utilizzato 1l procedimento 2
AACE per calcolare il numereo di volte di variazione. [ reni congelati
in modo rapido sono stati sottoposti ad idrolisi acidi medlanbe
riscaldamento in HC1 6M ad una concentrazione di 50 mg/ml  (95°C, 20
ore). La quanbLila di collagene Lolale nell'idrolizzalo ©& stata

quantificata sulla base della rivelazione colorimetrica i,
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idrossiprolina utilizzando il kit di analisi di collagens Llotale
Quickzyme (Quickzyme, Biosclences) secondo le istruzioni del

fabbricante.

I risultati delle analiai sone mostrati in Figura 28. E stato
mostrato che la fibrosi renale indotta da folato & dipendente dalla
segnalazione mediata da IL-11. Un aumento signiticative di contenuto
di collagene nel Lessulo renale ¢ slalo osservalo in Lopi IL-11 RA+/
b, 11 che & indicativo di fibrosi renale. Non ¢ stato osservato
significativo aumento del contenuto di collagene in topl TL-11 RA-/-.
Animali deticiente di segnalazione i TT-11 avevano
significativamente meno deposizione di  collagene nei  reni  dopo

lesione tosaica rispetlto ad animali di Lipo naltivo.

7.1 Fibrosi polmonare

TL-11 & stata confermata come modiatore chiave della fibrosi nel
polmone, pelle ed occchio in ulteriori modelli in wvive utilizzando
topi knockoul 10L-11 RA-/-. Gli schemi degli esgperimenti sono mostrati
nelle Figure da 29A a 29C.

Per analizzare la fibrosi polmonars, topi IL-11 RA-/- e Lopi TL-
11RA+/+ sono stati trattati mediante somministrazione intra-tracheale
di bleomicina al giorno 0 per stabilire una risposta fibrotica nel
polmone (fibrosi polmonare). La fibrosi del polmone si sviluppa in 2
giorni, al qual punto gli animali vengono sacrificati ed analizzati
per le differenze dei marcatori di fibrosi fra animali con o senza
sagnalazione di TL-11. Topi IL-11RA-/- avevano una ridoLta risposta

fibrotica nel tessuto polmonare rispetto a topi I1L-11RA+/+, come &
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evidente dalla ridotta espressione dei marcatori di fibrosi.

7.5 Fibrosi cutanea

Per analizzare la fibrosi cutanea, topi 11L-11 RA-/- e tipi 1L-
LIRAK/+ sono stati bratbtali mediante somministrazione soblecubanea i
bleomicina al giorno 0 per stabilire una risposta fibrotica nella
pella. La fibrosi della pelle si sviluppa in 28 giorni, nel gquale
punto gli animali vengono sacrificabi ed analizzalbl per le differenxze
cdei marcatori di fibrosi fra animali con e senza segnalazione di IL-
11. "Yopi TIL-11RA-/- avevano una ridotta risposta fibrotica nel
tessuto cutaneo rispetto a topi IL-11 RA+/t+, come & evidenziato dalla
ridotta espressione del marcatori di fibrosi.

7.6 Fibrosi oculare

Per analjizzare la fibrosi nell'ccchio, topi TIL-1lRA-/- e tLopi
TL-11RAV/ 1+ sono stati sobboposti a trabecolectomia al giorno 0 per
iniziare wuna risposta di risanamento di ferita nell'occhio. la
fibrosi dell'occhio si sviluppa in 7 gicorni. La risposta f[ibrotica
viene misurata e confrontata fra topi TL-11RA-/ ¢ topi 1L=-T1RA+/4+. 1
topli IL-1lRA-/- avevano ridotta risposta T[librolica nel tessulo
oculare rispetto a topi IL-11RA+/+, come & evidenzialo dalla ridotta
espressione dei marcaltori di fibrosi.

7.7 Albri tessuti

T'effetto di knockoulb di LL-11RA sulla fibrosi viene analizzalo
anche in modelli murini di fibrosi per altri tessuti, come fegato ed
intestinoe e wviene analizzato anche in un modelleo relative alla

fibrosi multiotrgani (ciod sislemica). La risposta flbrotica viene
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misurata e confrontata fra topi IL-11RA-/- e topi IL-11RA+/+. T Lopi
IL-11RA-/- hanno ridotta risposta fibrotica rispetto ai topi IL-
11LRA+ /4, come @& evidenziato dalla ridollLa espressione del marcatori
della fibrosi.

Esempio B: Analisi dei meccanismi molecolari alla base dell'induzione

mediata da IL-11 di fibrosi

La modalita canonica di azions di IL-11 & ritenuta eassere la
regolazione dell'espressione di RNA atbttraverso trascrizione mediata
da  STAT3 (Zhu et al., 2015, PL.o3 ONE 10, e0126296) e=d anche
atbraverso l'attivazione di KRK.

L'attivazione di STAT3 viene osservala in seguito a stimolazione
con IL—-11l. Tuttavia, guando i fibroblasti vengono incubati con TGFBIL,
g1 risconbtra solamente l'atbLivazione del percorso canonico di SMAD ead
i percorsi di ERK e l'attivazione di 8TAT3 non & osservata,
nonostante il fatte che 1L-11 =sia secrela in rispoata a '"TGFRI.
Solamente l'attivazione di ERK ¢ comune sia a TGIFREL che alla
transduzione di segnale di TL-11.

Cross—-talk fra TGFPpl e la segnalazione di IL-6 & stato descritto
in precedenza, dove TGFR1 blocca l'attivazione di STAT3 mediante TT-6
{(Walia el al., 2003, FASEB J., 17, 2130-2132). Data la sLretta
relazione fra ITL—-6 ed IL-11, & possibile asservare un analogo cross-—
talk per la segnalazione mediabta da IL-11.

Gli inventori hanno investigato mediante analisi RNA-seq se la
reqolazione dell'abbondanza di RNA era un meccanismo basilare per

l'espressione aumenlalta di proteine marcatori di fibrosi in risposta
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ad IL-11, 11 che suggerirebbe c¢he STAT3 & 1)l percorso di segnalazione
alla base del processi pro-fibrotici mediati da 1L-11. T fibroblasti
sono  stati dincubalbi per 24 ore o senza senza stimoli oppure in
presenza di TGrPL, L1L-11 o TGEFRL ed IL-11.

| risultali  sono mosbrali in Figura 30A. TGFBL induceva
l'espressione di ‘collagene, ACTAZ (x8MA) ed altri marcatori di
fibrosi a livello di RNA. Tuttavia, IL-11 non regolava 1'espressione
di gquesti geni, ma un gruppo differente di geni.

Analisi di ontelogia genica suggerisce che un effebto pro-
fibrotico nei [ibroblasti venga pilolato dall'espressione di RNA
regolata da I1L-11. 8ia TGFBL che IL-11 regolano un insieme guasi
completamente diverso di geni a livello dell'RNA.

Sebbene TGFPA1 aumenti la secrezione di TL,-11, 1 geni bersaglio
di IL-11 non sono regolati quando sono presenti sia TGFRL che TL-11.
Cid suggerisce che TGFRl sovra-regola [L-11 e simultaneamente blocca
la regolazione pilotata da IL-11 canonica dell'espressione di RNA
attraverso STAT3, analogamenle a gquanto & note rispetto alla
relazione del percorsi di TGFpl e IL=-6 (Walia el al., 2003, FASEBR J.,
17, 21,30-2132).

Abbiamo anche analizzato se le differenze di espressione di RNA
indotte da TGERED Tossera dipendenti dalla segnalazione di TL-11
analizzando variazioni di espressione di RNA nei fibroblasti obtenuti
da topi TL-11 RA-/- rispelto a btopi (L-11 RA+/+. L'espressione di RNA
regolabla da TGEFRL viene ancora osservata quando cellule knockout TL-

11 RA venivano stimolate con TGFRE1 ed i livelli di RBNA di «SMA,
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col lagene, ecc., erano ancora sovra-regolati in assenza di
segnalazione di TL-11 (in fibroblasti 1L-11 RA-/-). Quando l'effetlco
pro-fibrotico di IL-11 e 1'effetto anbi-fibrotico dell'inibizlone di
T1.-11 sono stabi ricercati in viftro, si & osservata solamente ridolla
egpressione dei marcalori della fibrosi a livelleo di proleina, non a
livello trascrizionale come determinate mediante gPCR.

L'attivazione dei percorsi non canonici (ad es. transduzione di
gegnale KRE) & noto essere cruciale per |'azione pro-fibrolica di
TGFR1 (Guo e Wang, 2008, Cell. Res., 19, 71-88). E probabile che i
percorsi non canonici  siano  probabilmente  importanti  per  la
segnalazione per btutte le citochine pro-fibrotiche note e che IL-11
sia un regolatore post-trascrizione che & essenziale per la fibrosi.

Esempio 9: Anticorpi umani anti-IL-11 umana

Gli anlicorpi anti-IL-11 wumani ceompletamente umani sono stalil
sviluppati tramite display di fagi.

1L=-11 ricombinante umana (Cat. M. Z203108-1) ad IL-11
ticombinante murina (Cat. N. 203052-1) sono  state ottenute da
jen8cript  (NJ, 54) . 1L-11 ricombinante umana ¢ slala espressa in
cellule CHO, si1a come versione con Fe¢ marcato che in versione senza
marcatura. IL-11 murina senza marcatura é stata espressza in cellule
HEK293.

La hioattivita di I1-11 di IL~11 umana ricomblnante ed IL-11
murina ricombinante é& stata riconfermata mediante analisi in vitro
ubilizzando colture di cellule di fibroblasti primari.

IL-11 umana ed TL-11 murina biotinilate ricombinanti sono slate
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pure preparate mediante biotinilazione di molecole di IL-11 umana e
TT-11 murina ricombinankti, secondo procedimenti standard.

Gli anticorpi in grado di legare sia IL-11 umana che TIL-11
murina (ciogé anticorpi creoss-reattivi) sono stati identilicati
mediante display o esposizione su fagi ubilizzando una libreria naive
umana mediante panning usando TIL-11 umana e murina ricombinanti
biotinilate e non biotinilate sulla base di 16 diverse strategie di
panning.

Il display fagico identificava 175% leganli scFv come Y“firat
hit”. L'analisi di sequenza delle sequenze CDR da guesti 175 scFv
identificavano 86 scFv unici.

sckv  solubili s0no0 sbati prodolLi mediante espressione
ricombinante in E. coli ed analizzati per la loro capacita di legarsi
ad IL-11 umana ed IL-11 murina mediante ELISA. In breve, l'antigene
rispettive @ sbato rivestibo su pozzebtl di una piastra per ELLISA, il
surnatante di coltura cellulare contenente il rispettivo sclv & astato
aggiunto ad una diluizione di 1:2 ed & stato rivelalo un legame.

[ risullalti dell'analisi ELISA rivelavano:

« B ackv in grado di legarsi solamente ad TL-11 umana;

. 6 scPyv in grado di legarsi a I1-11 murina soltanto;

- 32 scFv che presentano solamente debole legame a IL-11 umana/
murina, con un rapporto di segnale/rumore elevato; e

« 40 sclv che hanno reatbtivita incrociata sia per IL-11 umana che per
IT-11 murina.

Da guesti 86 scFv, sono stati scelti 56 candidati per ulleriore
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carallerizzazione funzionale. Per ulteriore analisi, gli sckv sono
stati clonati in formato sclkv-Fc in E. coli.

Le sequenze VH e VI degli anticorpl sono state clonate in
vettori di espressione per la generazione di anticorpi scPv-Fc (IgGl
umana) . I vellbori sono statl espressi in modo bLransitorio in cellule
di mammifero coltivate in terreni privi di siere ed isolati mediante

purificazione a proteina A.

Esempio 10: Caratterizzazione funzionale di anticorpi umani anti-IL-

11 umana

Gli anticorpi descritti nell'Esempio 9 sono stati analizzati in
analisi in vitro per la loro capacita di (i) inibire la segnalazione
mediata da IL-11 umana, e {ii) inibire la segnalazione medialkba da I
11 murina. L'affinita degli anticorpi per 1L-11 umana & stata anche

analizzata mediante ELISA,

10.]1 Capacita di inibire la segnalazione mediata da TL-11 umana

Por investigare la capaciba di neulralizzare la segnalazione
mediata da TIT.-11 umana, fibroblasti di atrio cardiaco sono stali
coltivati in pozzetbi di piastre da 96 pozzetti in presenza di TGEFRL
(5 ng/ml) per 24 ore, in presenza o in assenza di anticorpi anti-IL-
11. TGFRl promuove 1'espressicne di IL-11, che a sua volbta guida 1la
transizione di fibroblasli quiescenti a fibroblasti attivati positivi
ad asMA. B stateo mostrato in precedenza che la neutralizzazione di

IL-11 impedisce la Lransizione indotta da TGFR1L a fibroblasti

positivi per a8MA attivati.

5

l'espressione di oSMA & stata analizzata con il Sistema di



(

_ 125 Ing. Marco MONTEBELLL
MOO0B.1D1.5M.59E . USBM CP1 001

acquisizione di immagini ad elevato contenubo Opersetta in un modo
automaltizzate ad alta resa.

In colture non stimolate, -29,7% (=1) dei fibroblasti erano
fibroblasti attivati positivi ad aSMA al termine del periodo di
coltura di 24 ore, mentre -52% (=1,81l) dei fibroblasli erano posilivi
ad aSMA in colture che erano state stimolate con TGFBl in assenza di
anLicorpi anki-TL-11.

Anticorpi anti-ILL-11 (2 pg/ml) sono stati aggiunti a colture di
fibroblasti che erano state stimolate con TGFAEL ed al Lermine del
periodo di coltura di 24 cre, & stata determinata la percentuale di
fibroblasti positivi ad aSMA. Le percentuali sono state normalizzate
sulla base della percentuale di  fibroblaslti positivi ad aSMA
osservati in colture di fibroblasti che non erano state stimolate con
TGFRAL .

28 degli anticorpi sono stati dimostrabti essere in gradeo di
neutralizzare la segnalazione mediata da ITL 11 umana.

Un anticorpo anti-IL-11 murino monoclonale commerciale (IgGs,
murina monoclonale; clone #22626; Cataloge N. MAB218; R&D Systems,
MN, USA) & stato anche analizzato per la capacita di dinibire la
segnalazione moediante T1-11 umana negli esperimenti, 51 & trovato che
questo anticorpo era in grade di  ridurre la percentuale di
fibroblasti attivati al 28,3% (=0,99),.

Divarsl dei cloni neutralizzavano la segnalazione da parte di
IL-11 wmana in misura maggiore rispetto all'anticorpo anti-IL-17

murino disponibile in commercio (standard dell'industria).
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10.2 Capacita di inibire la segnalazione mediata da IL-11 murina

La capacitd di anticorpi umani di inibire la segnalazione
mediata da IL-11 murina & slLata pure investigata, seguendo la stessa
procedura  descritta  nella  precedente sezione 10.1 sopra, ma
utilizzando fibroblasti di derma murino invece di fibroblasti atriali
umani .

Dopo 24 ore in coltura, circa 31,8% (=1) di cellule non stimolate
in coltura erano fibroblasti attivati. La stimolaziene con TGFR1 dava
come  risultato  un  aumento  di ~2 volte nella percentuale dei
fFibroblasti attivati (68,8%, =2,16) rispeltto a colture non stimolate.

[ stato dimestrato che gli anticorpi erane in grade di
neutralizzare la segnalazione mediata da TL-11 murina. L'anticorpo
anbi-T1T-11  TgGZ2A murina monoclonale, clone {22626, Calalogo N.
MAB218, & stato pure analizzato per la capacita di inibire la
segnalazione tramite IL-11 murina. 8i & lLrovato che gquesto anticorpo
era 1in grado di ridurre la percentuale di fibroblastl attivati al
39,4% (=1,24).

Diversi dei cloni neutralizzavano la segnalazione mediante LL-11
murina in misura maggiore dell'anticorpo anti-IL-11 muring
disponibile in commercio {(standard dell'industria).

10.3 Analisi di aflfinita di anlticorpo per 11,-11 umana

Gli anticorpi umani anti-TL-11 umana sono stati analizzali per
la loro affinita di legame ad 11L-11 umana mediante analisi ELISA.
TI-11 umana ricombinante & stata ottenuta da Censcript e

anticorpo anti-1gG umana (Fc-specifico) coniugato con perossidasi di
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rafano (HRP) & state ollenulo da Sigma. Piastre per LELISA da 96
pozzetti Corning sono state obtlLenule da Sigma, 11 kit di substrato
per ELISA 3,3',5,5'-tetramebilbenzidina (TMB) di Pierce €& stato
ottenuto da Life Technologies (soluzions da 0,4 g/ml. di TMB,
parosside di  idrogeno alle 0,02% in tampone di acido citrice).
Albumina sierica bovina ed acido solforico sono stati ottenuti da
Sigma. Tl tampone di lavaggio comprendeva lo 0,05% di fTween-20 in
salina tamponata con fostato (PBS-T). Gli anticorpi scFv-Fec sono
stati generabi come descritlbi sopra. Controlli di [gG murina ed umana
purificalti sono stabti acguistali da Life Technolegies. Tecan Infinite
200 PRO NanoQuant ¢ stato utilizzato per misurare l'assorbanza.

Analisi di diluizione seriale criss-cross @ stata condotta come
descritto da Hornbeck et al. (2015), Curr. Protoc. Immunol., 110,
2.1.1-23 per determinare la concentrazione ottimale dell'antigene di
rivestimento, anticorpi primari e secondari.

l stata eseqguita analiai BELISA indiretta per valutare l'affinita
di legame di anticorpi scPv-Fc primari al 50% di concentrazione
eflfettiva (ECs) come descritto precedentemente {Unverdorben et al.
(2016), MAbs 8, 120-128). Piastre per ELTSA sono stale rivesbLile con
1 pg/mlL di IT-11 umana ricombinante durante la notte a 4°C ed |
rimanenti siti di legame sone sktati bloccatbi con 11 2% di BSA in PBES.
Gl1i anticorpi ScFv=Fc sono stati diluiti in 1% di  BSA in  PRS,
titolati per ottenere concentrazioni di lavoro di 800, 200, 50, 12,5,
3,125, 0,78, 0,19% ¢ 0,049 ng/mlL ed incubati in duplicato per 2 ore a

Lemperalbura ambiente. La rivelazione di legamenti antigene-anticorpo
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& stAta condotta con 15,625 ng/ml di anticorpo anti-1gG umana (Fo-
speciflico) coniugale  con HRP, Dopo 2 ore di  incubazione con
lL'anticorpo di rivelazione, 100 pli di substrato di TMB sono stati
aggiunti per 15 min e la reazione cromogenica & stata arrestata con
100 pl di H,S0; 2M.

La lettura di assorbanza ¢ stata misurata a 450 nm con
correzione di lunglhezza d'onda di riferimento a 570 nm. T dali sono
stati inlerpolati con il sofbware GraphPad Prism con Lrasformazione
logaritmica delle concentrazioni di anticorpo seguita da analisi di
regressione non lineare con  una curva dose-risposta logistica
asimmelrica (a cingque parametri) per determinare 1 valori di KECED
individuali.

11 =stessi materiali e procedure describli =sopra sono satatbi
usalbi per determinare l'affinita di legame per anticorpi monoclonalil
murini anti-I1L-11 con 1l'eccezione che sia utilizzato anticorpo anti-
IgG murina coniugate a HRP (H&L) al posto dell'anticorpo anti-IgG
umana coniugato a HRP.

Gli stessi materiali e procedure descritti sopra sono stati
usati per delerminare l'affinita di legame per anticorpi anti-LL-11
monoclonali umani ed anticorpi anti-IL-11 monoclonali murini a IL-11
murino ricombinante ottenuto da Genscript.

1T risultati dell'analisi ELISA sono stali wulilizzabti per
determinare i valori ICS50 per gli anticorpi.

10.4 Capacita di inibire la segnalazione mediata da 1L-11 in una

varieta di tessuli
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La capacita degli anticorpi di neulralizzare la segnalazione
mediata da IL-11 in fibroblasti ottenuti da una varieta di diversi
tessuti, & stata investigata, essenzialmente come descritto nella
sezione  10.1 eccetto che dnvece di  fibreoblasti umani atriali
cardlaci, sono stati utilizzati per gli esperimenti fibroblasli umani
derivati da fegato, polmone, rene, occhio, pelle, pancreas, milza,
intestino, cervello e midollo osseo.

Gli anticorpi anti-TIL-11 si sono dimostrati in gradeo di
neulbrallzzare la segnalazione dei flbroblasti derivati da vari
tessuti differenti, COTe determinalbo da osservazlona della
diminuzione relativa nella proporzione di fibroblasti positiva ad
aBMA al termine del periodo di coltura di 24 ore in presenza di
anticorpi anti-IL-11 rispette ad una eoltura in assenza degli
anticorpi .

Esempio 11: Inibizione della fibrosi in wvivo utilizzando anticorpi

anti-TL-11

Ll'attivita terapeutica di anticorpi anti-IlL-11 umana & stata
dimostra in modelli murini in vive di fibrosi per vari tessuti
differenti.

11.1 Fibrosi cardiaca

Una pompa viene impiantata ed i topi vengono trattati con AngIl
(2 mg/kg/giorno) per 28 giorni.

Anticorpi anti-IL-11 di neutralizzazione o anticorpi di
controllo vengono somministrati a gruppi diversi di Lopi mediante

iniezione endovenosa. Al termine dell'esperimento, il contenuto di
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collagene viene valutato negli abtrl dei topi utilizzando un kit di
analisi a base dl lidrossiprolina calorimetrica ed il livello di
espressione di RNA di marcatori di [librosi CollAZ, aSMA (ACITAZ) e
fibronectina (Fnl) sono stati analizzati mediante qPCR.

I topi trattabti con anticorpi anti-IL-11 di neutralizzazione
hanno ridotta risposta fibrolica nel Lessuto cardiaco rispetto ai
topi trattati con anticorpi di controlle, come & evidenziato da
ridotta espressione del marcatori della fibrosi.

11.2 Fibrosi renale

Un modello murinoe di fibrosi renale viene stabilito, in cui la
Fibrosi viene indotta mediante iniezione intraperitoneale di acido
folico (180 mg/kg) in veicolo (NaHCO, 0,3M); ai topi di controlleo &
stato somministrato il sclo veicolo.

Anticorpi anti-IL-11 di neutralizzaziona o anticorpi di
controllo vengono somministrati a gruppi diversi di topi mediante
iniezione endovenasa. T reni vengono rimossi al giorno 28, pesati e a
fissali in 10% di formalina Lamponata con lLampone neutro per tricroma
di Masson e colorazione Sirius oppure congelato in modo rapido per
lL'analisi di collagene, RNA e studi di proteine.

L'RNA totale viene estratto da rene congelato in modo rapido
utilizzande 11 reagente Trizol (Invitrogen) e procedimento Qiagen
Tissuelyzer seguito da purificazione in colonna RNeasy (Qiagen). Tl
cDNA viene preparato utilizzando un kit di sintesi ScriptTM cDNA, in
cul cliascuna  reazione conteneva 1 opg di RNA Lolale, secondoe le

istruzioni del fabbricante. L'analisi di espressione di genl mediante
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RT-PCR guantitativa ¢ slalta eseguita su campioni in triplicato o con
TagMan (Applied Biosystems) o con tecnologia faskt 8YBR green
(Qiagen) utilizzando StepOnePlusi™ (Applied Biosystem) su 40 cicli. I
dati di espressione vengono normalizzati per il livello di
esprossione di mRNA GAPDH ed il procedimento Z2AACL & stato utilizzato
per calcalare il numerc di velte di variazione. Reni congelalbi in
modo  rapide sono  slati  sottoposti ad  idrolisi acida mediante
riscaldamento in HCl 6M ad una concentrazione di 50 mg/ml (95°C, 20
ore). La quantita di collagene totale nell'idrolizzato viene
quantificata sulla base  della rivelazione colorimetrica di
idrossiprolina utilizzando un kit di analisi di collagene totale
Quickzyme (Quickzyme Riosciences) secondo le istruzioni del
fabbricante.

Tapi brattati con anticorpi anti TL-11 di neutralizzazione hanno
ridotta risposta fibrotica nel tessuto renale rispetto a topi
Lraltali c¢on gli anticorpi di contrello, come & evidenziate da
ridotlLa espresaione dei marcatori della fibrosi.

11.3 FPibrosi polmonare

I topi vengono trattalbi medianle somministrazione intratecale di
bleomicina al giorno 0 per stabilire una rlsposla fibrotica nel
polmone (Fibrosi polmonare) .

Anticorpl anti-IL-11 di neutralizzazione, o anticorpi di
controllo, wvengono somministrati a gruppi diversi di topi mediante
iniezione endovenosa. 1 topi wvengono sacrificati al giorno 21 ed

analizzati per differenze in marcaltori di (ibrosi.



—~
- 132 Ing. Marco M%N/l" BELLI
MOOR.DT.SM.59E . USBM CPT1 001

I topl trattati con anticorpi anbi-IL-11 di neutralizzazione
hanno ridotta risposta fibrotica nel tessuto polmonare rispetto ai
topi trattati econ anticorpi di econtrolleo, come & evidenziato da
ridotta espressione dei marcalori della fibrosi.

11.4 Fibrosi cubLanea

I topi vengono trattati mediante somministrazione sottocutanea
di bleomicina al giorno 0 per stabilire una risposta [ibrolica nella
pelle.

Gli anticorpi anti-IL-11 di neutralizzazione, o anticorpi di
controllo, vengono somministrati a diversi gruppi di Lopi mediante
iniezione endovencsa. I topi vengono sacrificati al giorno 21 ed
analizzati per differenze in marcatori di fibrosi.

I topi trattati cen anticorpi anti-TL-11 di neutralizzazione
hanno ridotta risposta fibrotica nel Lessubo cutanco rispetto a tooi
Lratlbabi con anbicorpi di controlle, come & evidenziato da ridobta
espressione di marcatori di Fibrosi.

11L.5 Fibrosi dell'occhio

I topi hanno subito trabecolectomia al giorno 0 per iniziare una
risposta di risanamento di ferila nell'occhio.

Gli anticorpi anti-IL-11 di neutralizzazione, o anticorpi di
controllo, vengono somministrati a gruppi differenti di topi mediante
iniezione endovenosa e la fibrosi viene monitorata nel Lassulbo
oculare,

i topi trattati con gli anticorpi-IL-11 di neutralizzazione

hanno ridotla risposta fibrolica nel tessuto oculare rispetto a topi
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Lraltati con anticorpi di controllo, come & evidenzialo da ridotta
espressione di marcatori di fibrosi.

11.6 Altri tessuti

L'effetto del trabtbtamento  con  anticorpi  anti-IL-11 i
neutralizzazione sulla fibrosi viene anche analizzato 1in modelli
murini di fibrosi per altri tessuti, come fegabo, rene, intesLino e
viene anche analizzabo in un modelleo relative a fibresi su organt
multipli (cioé sistemica).

I topi trattati con gli anticorpi anti-IL-11 di neutralizzazione
hanno ridotba risposta fibrotica rispette a tLopi trattati con
anticorpl di controllo, come & evidenziato da ridotta espressione di
marcatori di fibrosi.

Esempio 12: Anticorpi anti-IL-11Ra umano

Gli anticorpi moncoclonali murini direlbi contro la proteina 1L-
TR umana sono skati generabi nel modo sequenle.

Il cebNA che codifica 1'amminoacido poer 1L-11Rx umano & stato
clonate in  plasmidi di espressione (Aldevron  Gmbll, Friburgo,
Germania) .

I Lopi sono stati immunizzabi mediante applicazione Lransdermica
di particelle d'oro rivestite di DNA utilizzando un dispositivo
portatile per il bombardamento di particelle (“pistola genica”). T
campioni di siero sono stati raceolti dai topi dope una serie di
immunizzazioni e sono sbtati Leslati in (Flussocitometria su cellule
HEEK che erano state trasfettate in modo Lransitorio con i plasmidi di

eapressione di TL-11Ra umano (espressione di superficie cellulare di
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TL-11Ry umano mediante cellule [EK transfettate in modo transilorio é

stato confermato mediante gli anbicorpi anti-tag che riconoscono una
marcatura aggiunta all'N-termine della proteina IL-11Rw).

Cellule di produzione di anlicorpi sono state isolate dail topi e
fuse con cellule di mieloma di topo (Ag8) in conformita con le
procedure standard.

Thridomi che producono anticorpi specifici per TL-L1Rx sono
stati identificati medianle screening per la capacita di legarsi a
cellule HEK che esprimono [L-11Ra mediante flussocitometria.

Pellet di cellule di cellule di ibridoma positive sono state
preparate utilizzando un agenle di protezione di RNA (RNAlater, cat.
fAM7020 i ThermoFisher Scientific) ed ulteriormente trattate per
sequenziamento dei domini variabili degli anticorpi.

11 sequenziamento & stalte condotte utilizzando i1 kit di
sequenziamento di ciclo BigDhye® Terminator v3.1 (Life Technologicsd)
secondo le istruzioni del fabbricante. Tutti 1 daci sono stati
raccolti ubilizzando un sistema analizzalbore di DNA 3730x1 ed il
software di raccolta dati unificati (Life Technologles®) .
L'assemblaggio delle sequenze & stale condobto utilizzando un
CodonCode Aligner (CodonCode Corporation). Chiamate di base miste
sono state risolle assegnando automaticamente la chiamata di base pin
prevalente alle chiamate di base miste. La prevalenza & stala
determinata sia per frequenza di una chiamata di base che per gualita
individuale delle chiamate di base.

In totale, sono sLabi generabi 17 cloni di anticorpo anti-il-
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11Ra umano monoclonale murino,

Esempio 13: Caratterizzazione funzionale di anticorpi anti-IL-11Ra

umano

13.1. Capacita di dinibire la segnalazione mediata da IL-11/I1L-11R

umaro

Per investigare la capacita di anticorpi anti-IL-11Ra di
neutralizzarsa la segnalazione mediata da IL-11/TL-11R  umano,
fibroblasti umani atriali cardiaci sono stati coltivati in pozzetti
di piastre da 26 pozzetti in presenza di TGFR1 (5 ng/ml) per 24 ore,
in presenza o Iin assenza di anticorpi anbi-TL-11Rx. Questo stimolo
pro-fibrotico promuove 1'espressione di IL-11, che a sua volta spinge
la transizione di fibreoblasti quiescenti a fibroblasti attivati
positivi ad  aSMA. F stato mostrato in precaedenza che la
neutralizzazione di IL-1) impedisce la Lransizione indobta da TGFA1 a
fibroblasti attivati positiva ad asSMA.

Anticorpi anti-IL-11Rwx (2 upg/ml) sono stati aggiunti a colture
di fibroblasti che sono sbtate sltimolate con TGFPL ed al termine del
periodo di coltura di 24 ore, la percentuale di fibroblasti positivi
ad  «SMA  sono  stati  determinati. Le percentuali sono stake
normalizzate sulla base della percentuale di fibroblasti positivi ad
aSMA osservati in colture di flibroblasti che erano stabi stimolati
con TGFBL.

T'espressione di aSMA & stata analizzala con il sisbema di
acquisizione di  immagini ad alto contenuto Opereltla in  modo

automalizzalo ad alta resa.
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La stimolazione con TGFP1 ha dato come risultato un aumento di
1,58 vallte del numero di Ffibreblasti attivabi positbivi a aSMA al
termine del periodo di coltura di 24 ore in assenza di anticorpi
anti-1L-11Ra.

Un anlbicorpo anti-TL=11 murino monoclonale commerciale (1gGs,
monoclonale murina; clone #22626; Catalogo N. MAB218; R&D Systems,
MN, USA) & slaleo incluso come conblrollo. Queslo anticorpo si1 &
trovato che era in grado di ridurre la percentuale di fibroblasti
attivati a 0,89 volte la percentuale di fibroblasbi albtivabi in
colture non stimolate (cioé in assenza di stimolo con TGFR1).

81 & trovato che gli anticorpi anti-lL=1lRa erano in grado di
inibire la segnalazions di TL-11/TL-11R in fibroblasli umani e
diversi erano in grado di inibire la segnalazione di LIL-11/11-11R in

misura maggiore rispetbo all'anticorpo anti-IL-11 murino monoclonale.

13.2 Capacila di lnibire la segnalazicone mediata da TL 11 murina

La ¢apacitd degli anticorpi anti-IL-11Ra di inibhire La
seqnalazione mediala da TL-11 murina & stata pure Investigala
seguendo la medesima procedura descritta nella sezione 13.1]
precedente, ma uwtilizzando fibroblasti atriali murini invece di
Fibroblasti atriali umant,

La stimolazione con TGHR1 ha dato come risultale un aumento di
2,24 volte nel numero di fibroblasti attivati positivi ad aBMA al
termine del periodo di coltura di 24 ore in assenza di anticorpi

anti-TL—11Rex.

L'anbicorpo anti-IL-11 murinoe moncoclonale commerciale (IgGa
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monoclonale murina; clone #22626; Catalogo N. MABZ18, R&D Systems,
MN, 0SA) & stato incluso come contrelleo. E stato trovato che questo
anticorpo era in grado di ridurre la percentuale di  fibroblasti
attivati a 1,44 volte rispetto alla percentuale di fibroblasti
attivati in ecolture non stimolate (cioé in assenza di stimolo con
TGEPL) .

Gli anticorpi anti-1L-11Rx sono stati trovati in grade di
inibire la segnalazione di T1L-11/TL-11R in fibroblasti murini e
diversi erano in grado di inibire la segnalazione di 1L-11/1L-11R in
misura magglore rispetto all'anticorpo anti-IL-11 murino monocclonale.

13.3 Screening per la capacitd di legare IL-11Ra

[bridomi murini che producono anticorpi anti=I'L=11Ra umani sono
stati sotteo-clonati ed il surnatante di  ecoltura cellulare dagli
ibridomi subclonati & stato analizzato mediante analisi “mix-and-
measure” iQue per (i) per la capacita di legarsi a TL-11Ra umano, e
(ii) reallivita incrociabta ad antigeni diversi da TL 11Ra.

In breve, cellule di controlle marcate (che non esprimono 11—
llRe in corrispondenza della superficie cellule) & cellule bersaglio
non marcats che esprimono I1L-11Ra umano alla loro superficie (a
seguito di transfezione transitoria con un plasmide che codifica un
[IL-11 Ra umano con marcato con FLAG) sono state miscelalbe insieme con
il surnatante di coltura cellulare (contenente anticorpi anti-IL-11Ra
murini) ed anticorpi di rivelazione secondari (anticorpo anti-IgG
murino marcabto in modo fluorescente).

Le cellule sono state gquindi analizzate mediante il sistema di
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screening HTFC (1Que) per due marcalori (ciod il marcatore cellulare
od it marcatore sull'anticorpo secondario) . La rivelazione
dell'anticorpe secondaric su  cellule c¢he esprimono IL-11Ra non
marcato indicava la capacibtda di anticorpi anti -TT 11Rx murini di
legarsi a IL-1lRa. La rivelazione dell'anticorpo secondario sulle
cellule di controllo marcate, indicava reattivita incrociata degli
anticorpi anti-I1L-11Ra murini per bersagli diversi da [L-11Ra.

Come condizione di conLrollo positive, ecellule marcate & non
marcate sono state incubate con un anticorpe anti-tag FLAG murino
come anticorpo primario.

La maggior parle degli ibridomi subclonati esprimeva |'anlLicorpo
che & in grado di legarsi a IL-11Ra umano e che riconosceva questo
bersaglio con alta specificita.

13.4 Analisi di affiniltd di anlicorpo per IL-11Ro umano

Anticorpi anti-IL-11Ra umano sono stabti analizzatl per la loro
affinita di legame ad [L-11Ra umano mediante analisi ELTSA.

IL-11R¢ umano ricombinante & stato oblenuto da Genscript e
anticorpo anti-1gG umano (Fc-specifice) coniugato con perossidasi di
rafano (HRP) ¢ stato ottenuto da Sigma. Piastre Corning per ELISA da
96 pozzetti sono state ottenute da Sigma. Un kit di substrato per
ELTSA 3,3',5,'“lelramelilbenzidina (TMB) di Pierce & stato ottenuto
da Life Technologies (0,4 g/mL di soluzione TMB, 0,02% perossido di
idrogeno in tampone acido citrico). Albumina sierica bovina ed acido
solforice sono ottenuti da Sigma. Il tampone di lavaggie comprende lo

0,05% di Tween-20 in soluzione salina tamponata con fosfato (PBS-T) .
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IgG di  controlle purificate sono stale acquistate da Life
Technologies. Tecan Infinite 200 PRO NanoQuant viene ulilizzalo per
misurare |'assorbanza.

L'analisi di diluizione seriale criss-cross ¢ stata condotla
come descritto in Hornbeck et al. (201%), Curr. Protoc, Tmmunocl.,
110, 2.1.1-23) per determinare la concentrazione ottimale di antigene
di rivestimenlto, anticorpi primario e secondario.

Una ELISA indiretta & stata condotta per valutare l'affinita di
legame di  anticorpi anti-TL-11Ra murini ad una concentrazione
efficace del 50% (ECs) come descritto in precedenza (Unverdorben ot
al. (2016), MABs 8, 120-128). Piastre per ELISA sono state rivestite
con 1 pg/mL di IL-11Rx ricombinante umano durante la notte a 4°C ed i
restanti sili di legame sono stati bloccati con i1 2% di BSA in PBS.
Gli anticorpi sono diluiti in 1% di RBSA in PBS, titolati per ottenere
concentrazioni di lavoro di 800, 200, 50, 12,5, 3,125, 0,78, 0,195 &
0,049 ng/mL ed incubati in duplicato per 2 are a temperatura
ambiente. TLa rivelazione del legame antigene-anticorpe & slata
condotta con 15,625 ng/mL di anticorpo anli-TgG murina coniugato con
HRP. Dopo 2 ore di incubazione con l'anticorpo di rivelazione. 100 ul
di substrate di 'TMB vengono aggiunti per 15 min e la reazione
cromogenica viene arrestata con 100 pl di H.80; 2M. Ta lettura di
assorbanza viene misurata a 450 nm con correzione di lunghezza d'onda
di riferimento a 570 nm. I dati vengonoe interpolati con il software
GraphPad Prism con Lrasformazione logarilmica delle concentrazioni di

anticorpo seguita da analisi di regressione non lineare ¢on una curva
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dose/risposta  logistica asimmetrica fa cingue  paramebri) per

determinare | valorl di EC individuali.

13.5 Capacita di inibire la segnalazione di IL-11/I1L-11R umano in una

varietd di tessubil

La capacita degli anticorpi di neulralizzare la segnalazione
mediata da IL-11Rx in fibroblasti ottenuti da una varieta di diversi
tessubti, & slalka investigata, essenzialmenLe come descritto nella
sezione 13.1 eccetto che invece di fibroblasti umani atriali
cardiaci, sono stati utilizzati per gli esperimenti fibroblasti umani
derivali da flegato, polmone, rene, occhio, pelle, pancreas, milza,
intestino, cervello e midoilo osseo.

Gli anticorpi anti-TIL-1lRx &1 sono dimostrabti in grado di
neutralizzare la segnalaziene di IL-11/I1-11R in fibreoblasti derivati
da vari tessuti differenti, come determinato da osservazione della
diminuzione relativa nella proporzione di fibroblasli positiva ad
asMA al termine del periodo di coltura di 24 ore in presenza di
anticorpi anti-TL-11Ra rispetto ad una coltura in assenza degli

anticorpi.

Esempio 14: Inibizione della fibresi in vive utilizzande anticorpi

anti-IL-11Ra

L'attivita terapeutica di anticorpi anti-IL-11Rg umani & stala
dimostra in modelli murini in wvivo di Tibrosi per wvari tessuti

differenti.

14.1 FMibrosi cardiaca

Una pompa viene impiantala ed i Lopi vengono trattati con Angll
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(72 mg/kg/giorno) per 28 giorni.

Anticorpi anti-IL-11Rx di neutralizzazione o anticorpi di
controlleo vengono somministrati a gruppi diversi di topi mediante
iniezione endovenosa, Al termine dell'esperimento, il contenuto di
collagene viene valutatoe negli atri dei Lopi ulilizzando un kit di
analisi a base di idrossiprolina calorimetrica ed i1 livello di
espraessione di RNA di marcatori di fibreosi CollA?, «SMA (ACTAZ) @
fibronectina (Fnl) sono stati analizzati mediante gPCR.

I topi trattati con anbicorpl anti-TL-11 di neutralizzazione
hanne ridotta risposta fibrotica nel tessuto cardiaco rispelblo ai
topl Lralttali con anticorpi di controllo, come @& evidenziato da
ridotta espressione del marcalori della fibrosi.

14.2 Fibrosi renale

Un modello murine di fibroai renale viene stabilito, in cui la
fibrosi viene indotta mediante inievione intraperitonesale di acido
folico (180 mg/kg) in velcolo (MNaHCO, 0,3M); ai topi di controllo &
stato somministrato il solo veicolo.

Anticorpi anti-IL-11Ra di neutralizzazione o anticorpi di
controllo vengono somministrati a gruppi diversi di topi mediante
iniezione endovenosa. T reni vengono rimossi al giorno 28, pesati e o
Fissali in 10% di formalina tamponata con tampone neubtro per tricroma
di Masson e colorazione Sirius oppure congelato in modo rapide per
1'analisi di cellagene, BNA ¢ studi di proteine.

L'RNA totale viene estratto da rene congelato in modo rapido

utilizzando il reagente Trizel (Invitrogen) e procedimento Qiagen
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Tissueliyzer sequito da purificazione in colonna RNeasy (Qiagen). T
cDNA viene preparato utilizzando un kit di sintesi ScripLTM cDNA, in
cul clascuna reazione conbteneva 1 Hg di RNA totale, secondo le
istruzioni del fabbricante. IL'analisi di espressione di geni mediante
RT-PCR quantitativa & stata eseguita su campioni in btriplicato o <on
TagMan (Applied Biosystems) o con tecnoleogia fast SYBR green
(Qiagen) utilizzando StepOnePlusTM (Applied Biosystem) su 40 cicli. T
dati di espressione vengono nermalizzati per il livelle di
caspressione di mRNA GAPDH ed il procedimento 2AACL & stato utilizzalo
per calcolare 11 numero di volte di variazione. Reni congelati in
medo  rapideo  sono  stabi sottopesti ad  idrolisi  acida mediante
riscaldamente in HCl 6M ad una concentrazione di 50 mg/ml (95°C, 20
ore). La quantitd di ceollagene totale nell'idrolizzaro viene
gquantificata sulla base della rivelazione colorimebtrica di idrossi-
prolina utilizzando un kit di analisi di collagene totale Quickzyme
(Quickzyme Biosciences) secondo le istruzioni del fabbricante.

Topi trattati con anticorpi anki-TL-11Rx di neulralizzazione
hanno ridotta risposta fibrotica nel tessuto renale rispetto a topi
Lrattati con gli anticorpi di econtrolle, come & evidenzialo da

ridotta espressione dei marcatori della fibrosi.

14.3 Fibrosi polmonare

I topi vengono trattati mediante somministrazione intratecale di
hleomicina al giorno 0 per stabilire una risposla  Fibrotica nel

polmone (fibrosi polmonare) .

Anticorpi anti-IL-11Ra di neutralizzazione, o anticorpi di
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controllo, vengono somministrati a gruppi diversi di topli mediante
iniezione endovenosa. 1 topl wvengono sacrificati al giorno 21 ed
analizzali per differenze Iin marcatori di fibrosi.

1 topi trattati con anticorpl anti-IL-11Rx di neutralizzazione
hanno ridobta risposta fibrobica nel tessuto polmonare rispetbto ai
topi trattati con anticorpi di controlle, come & evidenziato da
ridotta espressione dei marcatori della fibrosi.

14.4 IMibrosi cutanea

I topi vengono trattati mediante somministrazione sottocutanea
di bleomicina al giorneo 0 per stabilire una risposta fibrotica nella
pelle.

Gli anticorpi anti-TL-11Ro di neutralizzazione, o anticorpi di
controlle, vengono somministrabi a diversi gruppi di topi mediante
iniezione endovenosa. [ topi vengono sacrificati al giorno 21 ad
analizzati per differenze in marcaltori di fibrosi.

I topi trattati con anticorpi anti-IL-11Ra di neutralizzazione
hanno ridolla risposla [librotica nel tessulo cutaneo rispetto a topi
Lrattati con anticorpi di controllo, come & evidenziato da ridotta
espressione di marcatori di fibrosi.

14,5 Fibrosi dell'occhio

I topi hanno subito trabecoleclomia al giorno 0 per iniziare una
risposta di risanamento di ferita nell'eocchio.

Gli anticorpi anti-IL-11Ra di neutralizrzazione, o anticorpi di
controllo, vengono somministrati a gruppi differenti di topi medianle

iniezlone endovenosa e la fibreoal viene monitoraba nel Ltessuto
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oculare.

I topi trattati con gli anticorpi-TL-11Re di neutralizzazione
hanno ridotta risposta fibrotica nel Lessuto oculare rispello a Lopi
trattati con anticorpi di controlleo, come é evidenziato da ridotta
espressione di marcatori di fibrosi.

14.6 Altri tessuti

L'effetto del trattamento con anticorpi anti-IL-11Ra di
neutralizzazione sulla fibrosi viene anche analizzato in modelli
murini di fibreosi per altri tessuti, come fegalo, rene, intestino e
viene anche analizzato in un modello relative a tibrosi su organi
multipli (cicé sistemica).

T Lopi LratLtali con gli ankticorpi anlbi-1L-11Rx i
neulbralizzazione hanno rideotta risposta fibrotica rispetto a topi
trattati con anticorpi di contrello, come & evidenziato da ridotta
espressione di marcatori di fibrosi.

Esempio 15: Recettori decoy di IL-11Ra

15.1 Costrutti del recettore decoy di IL-11

Molecole del recetlore decoy di T1-11 sono state progeltale e
clonate nel vettore pTT5 per 1'espressione ricombinante in cellule
293-6K.

In breve, un inserto per il plasmide comprendente e¢DNA che
codifica i1 domini D1, D2 e D3 di legame di ligando di gpl30 in quadro
con c¢DNA che codifica o una regione linker da 50 amminoacidi o una
regione linker da 33 amminoacidi, seguite da c¢DNA che codifica i

domini D2 e D3 di legame di ligando di IL-11Ra¢ umano, seguito da cDNA
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che codifica i1l tag FLAG. L'inserto di cDNA incorporava una sequenza
leader, sequenze di Kozak all'estremita 5' ed includeva un siko di
restrizione HcoRL in 5' ed un sito di restrizione Hindlll in 3' (a
valle di un codone di stop) per 1'inserzione nel vettore pTTh.

[ due costrutti che codificano una molecola di recettore decoy
di IL-11 avente una sequenza o di 50 amminoacidi o di 33 amminoacidi
sono rispetbivamente indicati come recettore decoy di [L-11 1 (DPILRIL)
e recettore decoy di TL-11 2 (D11R2).

15.2 Espressicne e purificazione del recettore decoy di TL-11

I céstrutti sono stati transfettatbti in ¢ellule 293-6K por
l'espressione ricombinante & la purificazione.

Cellule 293-6E sono state fatte crescere in terreno di
espressione  privo di =ziero  FreeStyle™ 293  (Life Technologies,
Carlasbad, CA, UsA), Le cellule sona state mantenute in  beute
Erlenmeyer (Corning Inc., Acton, MA) a 37°C con €O, al 5% su un
agilatore orbilale (VWR Scienbific, Chester, PA).

Un giorno prima della transfezione, le cellule sono state
seminate ad una densita appropriata in beute Erlenmeyer Corning. Al
giorno della transfezione, 11 DNA ed il reagente di transfezione =zono
stati miscelati ad un rapporto ottimale e quindi aggiunti nella beuta
con cellule pronte per la transfezione. T plasmidi ricombinanti che
codificano D11R1 e DI1RZ2 sono stati transfettabi in mode Lransilorio
in colture di cellule 293 6F in sospensione in due giorni separati.

I surnatanti di coltura cellulare sono stali raccolti al giorno

6 ed utilizzati per la purificazione. In breve, brodi di ecoltura
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cellulare sono stabi centrifugati e filtrati. 0,% ml di resina sono
stati aggiunli al surnatante di coltura cellulare ed incubati per 3-4
ore per catturare la proteina bersaglio.

Dopoe 1l lavaggio ed eluizione con i tamponi appropriati, le
frazioni eluite sono state analizzate mediante S5DS5-PAGE ed Western
blot utilizzande Ab policlonale anti-FLAG di coniglio (GeneScript,
Cat. N. A00170) per confermare 1l'espressione di molecole del
recettore decoy per [L-11 marcate con FLAG.

Le specie purificate sono state quantificate e conservate a
=80°¢.

Esempio 16: Caratterizzazione funzionale del recettore decoy di IL-11

16.1 Capacita di inibire la segnalazione di mediata da T1L-11 umana

Per investigare la capacitd di neutralizzare la segnalazione
mediata da TI-11 wumana, sono stalbi colbivati fibroblasti umani
atriali cardiaci in pozzetti di piastre da 96 pozzetti in presenza di
TGFRL (5 ng/ml) per 24 ore, in presenza o in assenza di varie
concenbravioni di DRILIR1L o DL1IR2.

TGPRL promuove 1'espressione di IL-11, che a sua volta gquida la
Lransizione di fibroblasti guiescenti a Fibroblasti attivali positivi
ad aSMA. 51 & dimostrato in precedenza che la neutralizzazione di 1L~
11 impedisce la transizione indotta da TGFBEL di Fibroblasti positivi
ad asMA atlivali.

L'espressione di oSMA é stata analizzata con il sistema Operetla

di acquisizione di immagini ad alteo contenule in modo automatizzato

ad alla resa.
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DIIR]l o DIIR2 sono stabi aggiunti a colture di fibroblasti eche
eranc stimolati con TGFPl a concentrazioni finali di 5 ng/ml, 50 ng/
ml & 500 ng/ml e al termine del periode di coltura di 24 ore, & stata
determinata la percentuale di  fibroblasti positivi ad asMA in
collura.

F state dimostrato che entrambi DI1R1 e D11R2 erano in grado di
neutralizzare la segnalazione mediata da IL-11 umana in modo
dipendente dalla dose.

I risultati degli esperimenti sono mostrati nelle Flgure 32A =
32B. E stato dimostrato che sia DLIR1 c¢he DIIR2 sono in grado di
neutralizzare la segnalazione mediata da IL-11 umana in modo
dipendente dalla dose.

La IC,, per le molecole DIIRlL e DIIR2 & stata delLerminata pari a
~1 nM.

16.2 Capacita di inibire la segqnalazione mediata da IL-11 murina

La capaciltid di DIIRY e DIIR2 di inibire la segnalazione mediata
da I1L-11 murina viene investigala seguendo la stessa procedura
descritta nella precedente sezione 16.]1, ma utilizzando fibroblasti
dermici di topo invece di [ibroblasti abriali umani.

D11IR1 e D11RZ sono stati dimostrati in grado di neulralizzare la
segnalazione di TL=-11/11-11R in fibroblasti di derma di topo, comoe
determinato mediante osservazione di una diminuzions relativa di
proporzione di fibroblasti positivi ad aSMA al termine del periodo di
coltura di 24 ore in presenza di D1IR1 o D11R2 rispetto alla collbura

in assenza di recettori decoy di TL-11.
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16.3 Analisi dell'affinita del recettore decoy di IL-11 per IL-11

DL1IRT e DI1RZ sono stabti analizzati per la loro affinita di
legame a IL-11 umana mediante analisi ELISA.

TL-11 umana ricombinante €& stata otLeputa da Genscript ed e
ottenuto l'anticorpo anti-FLAG coniugate con perossidasi di rafano
(HRP) . Piastre per BLISA da 96 pozzetti Corning sono state ottenute
da Sigma. 11 kit di substrato per ELISA 3,3',54,5%'-tetrametilbenzidina
(TMB) Pierce & stato olbbtenubo da Life Technologies (0,4 g/ml di
soluzione TMB, 0,02% di perosside di idrogeno in tampone di acido
citrico). Albumina sierica bovina ed acido solforico sono stali
otbenubi dalla Sigma. T1 Lampone di lavaggio comprendeva lo 0,05% di
Tween-20 in soluzione salina tamponata con fosfate (FB5-T). Tecan
Infinite 200 PRO  NanoQuant & askLato ntilizzate per misurare
l'assorbanza.

FLISA indiretta & stata condotta per valutare l1'affinita di
legame di DLILRI e DILR2 al 50% di cencentrazione efficace (ED.) come
descritto in precedenza (Unverdorben et al. (2016), MAbs 8, 120-128).
Piastre per ELISA sono state rivestite con 1 pg/ml di IL-11 umana
ricombinante durante la notte a 4°C ed i restanti siti di legame sono
stati bloccalti con 2% di BSA in PBS. D1IR1 e DIIRZ sono stati dilulti
in 1% di BSA in PBS, Litolabi per oltenere concentrazioni di lavoro
di 800, 200, 50, 12,5, 3,125, 0,78, 0,195 & 0,049 ng/mlL ed incubati
in duplicato per 2 ore a temperatura ambienle. La rivelazione del
receltore decoy di antigene di IL-11 wviene condotta con anticorpo

anti—-FLAG coniugalo con  HRP, Dopo 2 ore  di incubazione con
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l'anticorpo di rivelazione, 100 pl di substrato TMB vengono aggiunti
per 1H min e la reazione cromogenica viene arrestata con 100 pl di
x50, 2M. La letbura di assorbanza viene misurala a 450 nm con
correzione di  lunghezza d'onda di riferimente a 570 nm. I dati
vengono interpolati con il software GraphbPad Prism con trasformazione
logaritmica delle concentrazioni del recettore decoy di IL-11 seguilo
da analisi di regressione non lineare con una curva dose-risposta
logistica asimmetrica (a cinque parametri) per determinare i valori
di RECh0,
Gli stessi maleriali e procedure descritti sopra sono stati
eseguiti per determinare l'affinitd di legame a [L-11 murina
ricombinante ottenuta da Genscript.

16.4 Capacita di inibire la segnalazione mediata da ITL-11 umana in

una varietd di tessuti

La capacitd dei recettori decoy di TL-11 D1IRL e DLIRZ di
neutralizzare la segnalazione mediata da TL-11 in fibroblasti
ollenuti da una varieta di diversi Lessuli & stata investigata,
essenzialmenle come descritto nella sezione 18.1 eceello che invece
di fibroblasti umani atriali cardiaci sono stati utilizzati per gli
esperimenti fibroblasti umani derivati da fegato, polmone, rene,
occhio, pelle, pancreas, milza, intestino, cervello e midollo osseo.

51 & dimeslrato che DIIRL e DI1IR2 sono in grado di neutralizzare
la segnalazione in fibroblaslti derivati da vari tessuti diversi, come
determinabo mediante l'osservazione di una diminuzione relativa della

proporzione di fibroblasti positivi ad aSMA al termine del periodo di
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coltura di 24 ore in presenza dei recettori decoy di 1L-11 rispetto a
coltura in assenza del recettori decoy di I1-11.

Esempio 17: Inibizione di fibrosi in vive utilizzande i recettori decoy

di IL-11

L'utilitd terapeutica dei recettori decoy di IL-11 & stata
dimosLraLta in modelli murini in wvive di fibrosi per wvari tessuti
diversi.

17.1 Fibrosi cardiaca

Una pompa ¢ stata impiantata ed i topi sono stati trattabi con
Angli (2 mg/kg/giorno) per 28 giorni.

L recettori decoy di IL-11 DLIRI o DI1IR2Z sono stati
somministrati a gruppi diversi di topi mediante somministrazione
endovenosa. Al termine dell'esperimento, 1l conltenulbo di ecollagene
viene valutato negli atri dei topi utilizzando un kit di analisi
basato su idrossiprolina calorimelrica ed i1 livello di espressione
di RNA del marcatori di fibrosi CollAZ, «SMA (ACTAZ) e fibronectina
(Fnl) & stato analizzato mediante gPCR.

Topl trabbtati con 1 recettori decoy di TL-11 hanno ridoltta
risposta fibrotica nel tessute cardiaco rispetto a controlli non
trattati/trattati con veicolo, come & evidenziate dalla ridotta
espressione dei marcatori della (ibrosi.

17.2 Fibrosi renale

Un modello murino di fibrosi renale viene stabilito, in cui la
fibrosi ¢ indolta mediante iniezione inbLraperitoneale di acido folico

i

(180 mg/kg) in veicolo (NaHCOy 0,3M); ai topl di controllo & stato
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somministrateo il solo veicolo. _

T recettori decoy di IL-11 DPl1IR1 o DI11R2Z =sono stati
somministrati a  gruppi diversi di Lopi mediante iniezione
intraperitoneale. I reni sono stati rimossi il giorno 28, pesati ed o
fissati in formalina tamponata neubra al 10% per tricromo di Masson e
colorazione Sirius oppure congelati in modo rapido per l'analisi di
collagene, BNA o studi di proteine.

L'RNA tolbale viene estratbo dal rene congelato in modo rapido
utilizzande il reagente Trizol (Invitrogen) ed il procedimento Qiagen
TissueLyzer seguito da purificazione in colonna RNeasy (Qiagen). 11
cDNA viene preparato ubilizzando un kit di sintesi iScriptTM cDNA, in
cui  clascuna reazione conteneva 1 jug di RNA  totale, secondo 1o
istruzioni del fabbricante. Analisi di espressione genica mediante
RT-PCR quantitativa wviene compiula su campioni in triplicato con
TagMan (Applied Biosystems) o tecnologia fast SYBR green (Ciagen)
utilizzando StepOnePlusTM (Applied Biosystem) su 40 cieli. I dati di
espressione sono stati normalizzati al livello di espressione di mRNA
di GAPDH ed il procedimento 2-AACE & sbalo utilizzalo per calcolare
il numerc di volte di wvariazioni. I reni congelati in modo rapido
sono statl sottoposti ad idrolisi acidi mediante riscaldamento in HCL
6M ad una concentrazione di 50 mg/ml (95°C, 20 ore). La quantita di
collagene Lolale nell'idrolizzato viene quanlLificata sulla base della
rivelazione colorazione di idrossiprolina utilizzande 11 kit di
analisi di collagene Lotale Quickzyme (Quickzyme Biosciences) secondo

le istruzioni del fabbricante.
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I topi trattati con 1 recettori decoy di 1L-11 hanno una
risposta fibrotica ridotta nel tessuto renale rispetto a controlli
non trattati/trattalti con il veicole, c¢ome & evidenziate dalla
ridolla espressione di marcatori della fibrosi.

17.3 Fibrosl polmonare

I topl vengeno Lrattati mediante somministrazione intratracheale
di bleomicina al giorno 0 per stabilire una risposta fibrotica nel
polmone {(fibrosi polmonare) .

I recellori decoy di TL-11 DI1R1 o DI11R2 vengono somministrati a
gruppi diversi di topi mediante iniezione endovenosa. 1 topi vengono
sacrificati al giorno 21 ed analizzati per differenze in marcatori di
fibrosi.

T topi trattati con i recettori decoy di TL-11 hanno ridotta
risposta fibrotica nel tessuteo polmenare rispettc a conlrolli non
trattati/tratlali con veicolo, come & evidenziato dalla ridotta
cspressione dei marcatori della fibrosi.

17.4 Fibrosi cutanea

L topi vengono Lrattati mediante somminislrazione sottocutanca
di bleomicina al giorno 0 per stabilire la risposta fibrotica nella
pelle.

I recettori decoy di IL-11 D11R1 o DL1R2 vengono somministrati a
gruppi diversi di Lopi mediante iniezione endovenosa. I topi vengono
gacrificati al giorne 21 ed analizzati per le differenze dei
marcatori della Fibrosi.

I topi trattati con i recetlori decoy di IL-11 hanno una ridotta
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risposta fibrotica nel tessuto cutaneo rispetto a controlli non
Lrattati/trattati con veicolo, come & evidenziato da ridotba
espressione di marcatori di fibrosi.

17.5 Fibrosi oculare

I teopi hanno subibe la procedura di  trabecoleclomia come
descritto nell'Esempio 7.6 precedente per iniziare una risposta di
risanamento di ferita nell’'oecchio.

I recettori decoy di IL-11 DI11R]l o D1lR2 vengono somministrati a
gruppi diversi di topi mediante iniezione endovenosa e la fibrosi
viene monitorata nel tessuto oculare.

I Lopi trattati con i recettori decoy di IL-11 hanno una ridotta
risposta fibrolica nel tessuto culbaneo rispetto a controll: non
trattati/trattati con veicolo, come & evidenziale da ridotta
espressione di marcatori di fibrosi.

L'effetlo del trattamento con i recettori decoy di IL-11 D11Rl o
DL1IR2Z sulla fibrosi viene anche analizzalo in modelli murini di
fibrosi per altri tessuti, come fegatc, rene, intestino e viene anche
apalizzato in un modello relativo alla fibresi su organi multipli
(cioé sistemica).

La risposta fibrotica viene misurata e confrontata fra topi
trattati con 1 recelttori decoy di 1L-11 e topl non trattati o
controlll trattati con veicolo. 1 topi krattati con i recettori decoy
di IL-11 hanno ridotta risposta fibrotica rispetto ai controlli non

trattati/trattati con veicolo, come & evidenzialo dalla ridotta



C A
- Ing. Marco MONTEBELLI
MO08.D1.SM.59E \\ USBM CPL00I

espressione di marcatori della fibrosi.

Esempioc 18: Biomarcatori genetici per la risposta di IL-11

In aggiunta a misurare la proteina I0L-11 come polenziale
biomarcatore per la fibrosi, abbiamo sviluppalo un'analisi che pud
predire lo stato di secrezione di TL-11 in esseri umani. Questa
analisi potrebbe essere utilizzala come accompagrnamento diagnostico
in analisi cliniche correlate a IL-11.

Abbiamoe dapprima generato datbti RNA-seq (Figura 16) e determinato
il genotipo di 69 individui fatti corrispondere etnicamente (cinesi)
nella ecoorte utilizzando un array SNP basato su Lbridizzazinne di
sonda [luorescente fornita da Illumina (HumanOmnikxpress 24).

Abbiamo quindi compiute analisi eQTL di legame a livello
dell'intero genoma per valutare se polimorfismi di nucleotide singolo
(SNP) influenzano 1 livelli di trascritti di RNA di 1L-11 o di TL-11lR
in fibroblasti non stimolali, in fibroblasti stimolati con TGFBYl (5
ng/ml, 24 ore). Abbiamo anche testato se 1'aumento di 1L-11 in
seguito a stimolazione con TGFRL (= risposta) fosse dipendente dal
genobipo.

Dapprima abbiamo guantificato il conteggio di lettura sia per
[L-11 che per LL-1lRa in tutti gli individui e trasformato questi
conbeggi usando l'approccio di stabilizzazione di varianza (VST) del
procedimento DESeqg?2 (Love et al., Genome Biology, 2014, 15:550).
Abbiamo guindi considerato 1l'espressione di TITL-11 e di TL-11RA in
cellule non slbimolate (VS8Tuwsein) © sbimolate (V8T . Per valutare

1'aumento di IL-11, abbiamo anche calcolato 11 della nell'espressione
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come V5T V3Tynatin. Abbiamo corrette i valori dell'espressione usando
covariali come lotti di libreria di sequenza di RNA, punteggio di
qualita RIN di RNA, concentrazione di libreria, dimensioni di
frammenti di libreria, etd, sesso, prima delle analisi. Coppie di SNp
ed espressione di Lrascritto o delta espressione, sono  slate
analizzate wutilizzando L'approccio di matrice eQTL {Andrey A.,
Shabalin, Bioinformatics, 15 maggio 2012; 28(10):1353-1358) .

Non  abbiamo osservato variazioni in  eis o trans che
influenzassero significalivamente l'espressione di IL-11 in cellule
non stimolate. Tuttavia abbiamo rivelato SNP distanti che regolavano
l'espressione in [ibroblasti stimolati = Ffibrotici. Queste varianti
stratificano la popolazlone fra individui che esprimone bassi livelli
di TL-11 e guelli che esprimono alte quantita di IL-11 nella fibrosi.
Abbiamo rivelato anche wvarianti locali e distali che prevedevano
L'aumento di  espressione di IL-11 in risposta a TGFBl. Queste
varianti possono essere utilizzate per stratificare gli individui in
risponditori alti e bassi nella fibrosi.

Gli SNP identificati sono mostrati nelle Figure da 33 a 35 ed i

dati acclusi sono mostrati nelle Figure 36 e 37.
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actgocgogg
acoctogggg
cotgocctgg
gtogtgotga
cgagttteao
ctggocggaca
cacaacctgg
cteccaggtg
tggctgagee
caggcocogac
ccccagacac
ggcatcaggg
aggggactge
teccaaagecca
j{alalalalslals (a]al
ctgtgoctta
ggtccecogag
cagacttetg
aagcaattac
acaaaaatgt

ccacttgagg

coctgotget
ctocecaceggeo
ggaacccctg
goctgtggeco
cagacccteg
cgoggcagot
attccectgee
tgetgacaag
gggcaggtgg
tggaccgget
ccocggacce
cegocoacge
tgctgetgaa
gatcttattt
attatctece
tttatactta
gaggagggga
cactggotet
ttttoatgtt

gagaaacatt

gcogatttgte

cagggcacat
agcggacagg
gcecetgtggg
agatacagct
ggcogagotyg
ggotgoacag
cacoctggae
gctgegageg
ctettocetg
gctgegeegy
gocggogeda
catcotgggyg
gactoggotg
atttatttat
cctagttaga
tttattteag
ctggggtcoco
tcocecateta
ggggtgggga
tgtgagacag

tgagagetgy

gactecacteo
gaagggttaa
gacatgaact
gtogcocctg
gacagcaccg
ctgagggaca
atgagtgegg
gacctactgt
aagacaoctgg
ctgcagatce
cogotggege
gggotgoace
tgaccogggg
ttoagtactg
gacagteoctt
gagcaggggt
ggattcttgg
ggectgggea
cggaggggaa
agaacaggga

ggctggatge

cccaggecge
aggcdacagg
gtgtttgceg
ggccacaaca
tgatectgac
aattcccagco
gggcactggg
cctacectgeg
agoccagaget
tgatgtacayg
coccctacte
tgacacttga
gcoaaagcca
ggggcgaaac
cagtgaggece
gggaggcagyg
gtotocaaga
ggaacatata
agggaagcct
attaaatgtg

ttgggtaact
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ggoccagotg
ctocaotgeco
cctggtectg
tggocaoccct
cogaetetete
tgacggggac
agoctctacag
gocacgtgcag
gggcaccctg
ccatggecotyg
agectggggay
ctgggecgtyg
ccacegtact
agccaggtga
tggggggeat
tggactecetg
agtetgteeca
ttatttatte
gggtttttgt

tcatacatat

ggggcagggc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

1260
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aggtggaggg
gatgggtegyg
gcactgeata
ggagtgecagt
toctgectca
tatttattte
togaacteoct
gtgtgagcca
agtcaccctg
tatggctgtg
gcaacatggt
cagggaggcet
goatggtgge
aagtccaaga
gaatgatgte
ttgtgtttet
tgttgacaat
gtgtatgatt

ttttaaaaat

=210~ 2
=211=19
=212= DNA

gaqacuﬁcca
tcacccagac
gggocttttg
gaggoaateot
gcoctocegat
ttttgtattt
gaccteoaggt
ccoacacctga
tgatcaacag
ttcaccatag
gcatotgtgg
aaggagagag
tcacgcctgt
gttcgagacc
ctgacatgaa
ctttetatat
gactgteteo

gtotgtattt

aataaacact

=213= Homao sapiens

=400= 2

cettcoaaag ceagatett 19

=210=3
=211= 19
=212= DNA

<213= Homo sapiens

=400= 3

geetgggeag gaacatala 19

<210= 4
211> 19
212> DNA

=213= Homo sapiens

=400= 4

ttocaggtgga
agctctgtgg
tttgtetttt
gaggtcactyg
tagctgggat
ttagtagaga
gatcctoctg
cccataggte
taccogtatg
caaactggaa
atagaacgcc
gettgottgg
aatcctggoa
ggectgegag
acagoaggat
atggattaaa
aggtcaaagg
tacagaattt

atttttagaa

158

ggtacegagt
aggcagggte
gagatggagt
caacctcecac
cacaggtgtg
cagggtttca
actaggocte
ttcaataaat
ggacaaaget
acaatctaga
acceageccge
gatatagaaa
ctttgggagg
acatggcaaa
acaaaaccac
acaaaaatecc
agagaggtgg
ctgocatgac

taacagaaaa

gggcggggca
tgagecettge
ctogoetotgt
ctocogggtt
caccaccatg
ccatgttgge
coaaagtgot
atttaatgga
gcaaggtcaa
tatccaacag
cocggageagyg
gatatcctga
acgaagcgag
accctgtcte
tgecatgotgt
taaagggaaa
gattgtgggt
tgtgtatttt

a
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gcegactggga
ctggggacac
tgoctagget
caagcaatte
cccagcetaat
caggctggtt
gggattacag
aggttccaca
gatggttcat
tgagggttaa
gactgtecatt
cattggccag
tggatcactg
aaaagagaaa
gatoccoaatt
tacgocaaaa
gacttttaat

gocatgacaca

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2381
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cetgggeagg aacatatat 19

=210= 5
=211= 19
=212= DNA

=213= Homo sapians

<400= 5

ggticattat ggctgtgtt 19

=210=6
=211= 1696
=212= DNA

=213> Homo sapiens

=400= 6

gctgtagetg
gatgagcaga
gtetgectea
agggaggtce
tegggatggg
cctggoccag
acttgggggd
ccaagcagac
adacadcagc
gaggagtecaa
tgttgteocac
actgggtgecc
accccagggeoe
gacataccct
cogteoggoyg
cacagatgcot
tgotggeace
accaaaggag
ggacagacot
ggactctgtyg
ggtggetggg

atccccaaag

gtgagaggaa
agctgctcag
tadacctgee
gtgaagotgt
gagccaaagca
gcagacagca
acagtgacca
gactatgaga
taccteoaccot
tocacaggga
ggggctgagt
agcacacgcc
ctgcgggtag
gectectggoe
cagcatacag
gtggctggge
tggagcacct
ataccagcat
gatoctocaa
gagcaggtag
gccectggeac

cotgggttot

gtoctagagg
ggctgagcag
cacaggactyg
gttgtoctgg
tgeteacaggy
ctgatgaggg
tgcagcotggy
acttctcttg
cctacaggaa
cctggecatg
tctggagaoca
tgotggatgt
agtcagtacc
cgtgeccagec
catggtocac
tgococcatge
ggageocogga
ggggccaget
ggecctaoct
ctgtgotggeo
tggggctotg

tggecteagt

ctatggacac

ggtcctggtyg
gggccccoca
agtgactgee
acctgactet
cacctacatc
ctacccteoca
cacttggagt
gaagacagtc
accacaggat
gtaccggatt
gagcttgoag
aggttacaag
ccacttcotg
ggtggagoca
tgtacgagte
ggcctgggga
acacacgcag
gcaaccacac
gtetttggga
getgaggaotyg

gattaocagtg

tetgotgetg
goaogtggeta
ggggtccagt
ggggacccag
gggctaggge
tgccagaacc
goaagacctg
cccagccaga
ctaggagctg
cccctagggg
aatgtgactg
agecatcttge
cgacgactage
ctcaagttcc
gcetggactqg
agtgceeggg
actocgagea
ccagaggtgg
ccteggetac
atcctttett
agacggggtyg

gacaggcgtao
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ggatcaccga
cagecoctggt
atgggcoageoo
tgtoctggtt
atgaactggt
tggatggtge
ttgtetoetg
tocageggttt
atagccagag
ctgocegetg
aggtgaacce
gocctgacce
gagccagotg
gtttgcagta
aggaggtgat
actttectaga
ctgggaccat
agecktcaggt
ttgatcacag
tectgggact

ggaaggatgy

caggagctcoc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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aaacctgtag aggacccagy agggottogg cagattecac ctataattet gtettgetgg 1380
tgtggataga aaccaggcag gacagtagat cecctatggtt ggatctcagc tggaagttct 1440
gtttggagcae catttetgtg agaccctgta tttcaaattt gecagctgaaa ggbtgottgta 1500
cctetgattt caccocagag ttggagttet gotcaaggaa ogtgtgtaat gtgtacatet 1560
gtgtecatgt gtgacecatgt gtetgtgaag gcocagggaac atgtattcoct ctgeatgeat 1620
gtatgtaggt gcctgggagt gtgtgtagte cttgetctgg ccetttececet tgoagggttg 1680
tgcaggtgtg aataaa 1696
<210=7
=211= 19
=212= DNA

=213= Homo sapiens

=400= 7
ggaccalacc aaaggagat 19

=210= 8

=211= 19

<212= DNA

=213= Homo sapiens

=400> 8
gegtetitgg gaatecttt 19

=210=9

=211=18

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=400=9
geaggacagl agatcect 18

=210= 10

=211= 18

<=212= DNA

=213> Homao sapiens

=400= 10
gctecaaggaa cgtgtgtaa 19

<210= 11

<211= 21

=212= RNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
<222= (20).(21)

=223= n = deossitimidina

=400= 11
couuccaaag ceagaucuun n 21
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<210=12

=211=21

=212= RNA

<213= Homo sapiens

=220=

=221> misc_feature
<222= (20)..{21)

<223= n = deossitimidina

=400=12
geougggeag gaacauauan n 21

=210= 13

=211= 21

=212= RNA

=213= Hamo sapians

=220=

=221= misc_feature
=222=(20)..(21)

<223= n = deaossitimidina

=<400= 13
cclgggeagg aacauauaun n 21

<210= 14

<211= 21

<212> RNA

=213> Homo sapiens

<220=

=221= misc_feature
=222= (20)..(21)

=223= n = deossitimidina

=400= 14
gguucauuau ggeuguguun n 21

=210= 15

=211= 21

=212> RNA

=213=> Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
222> (20)..(21)

=223= n = deossitimidina

=400= 15
ggaccauace aaaggagaun n 21

=210= 16

<=211= 21

=212= RMNA

=213> Homa sapiens

=220=
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=221= misc_feature
=222=(20).(21)
=223= n = deossitimidina

=400= 16
gegucuuugg gaauccuuun n 21

=210=17

=211= 21

=212= RNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_featura
<222= (20)..(21)

<223= n = deossitimidina

<400= 17
geaggacagu agaucceuan n 21

=210= 18

<211= 21

=212= RNA

<=213> Homo sapliens

=220=

<221= misc_feature
«222= (20).(21)

=223= n = deossitimidina

=400= 18
geucaaggaa cguguguaan n 21

=210=19

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=GoA

=400= 19
gtaagggatg tgaatcgggt actgangaaa gagectggat geagagecag © 51

=210= 20

=211=51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_featura
=222= (26).. (26)
=223=n=CoT

=400= 20
ttgataactt cagealelyg atcacnglgg gatlageate tgtttgtatt t 51
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<210= 21
=211=51
=212 ONA
=213= Homo sapiens
=220=
=221> misc_feature
=222= (26)..(26)
=223=n=CoT
=400= 21
gtgtgattge ttansaaaaa clactnacal tgttttgaat cacacctcac a 51
<210= 22
<211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
<220=
=221= misc_feature
<222= (26)..(26)
=223=n=ToC
=400= 22
gcteagetaa teaatgacea glctenttaa totictaat goctalatgg t 51
=210= 23
<211= 51
<212= DNA
=213= Homo sapiens
<220=
=221= misc_feature
<222> (26)..(26)
<223=n=Ao0G
=400= 23
geagtgetea gaagageage agecantgac attttggage tataagaggt a 51
<210= 24
=211= 51
=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

<221= misc_feature
=222= (26). . (26)
=223=n=CoT

=400= 24
tgtccagiaa atacttaaca ititangtge aatgtatgtc ataaatatgg g 51

=210= 25

<211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

220>

-
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<221= misc_fealura
=222> (26)..(26)
<223=n=GaoA

=400= 25
gagtgaagtt lggaaacagg tatacnttgt gatgeaateg tcagaaccaa g

=210= 26

<211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222 (26)..(26)
<223=n=CoT

=400= 26
aaaccatagt atcateetic ccaaanagte aacccaggga atcacagaga t

=210=27

=211= 51

<212= DNA

<213= Homo sapiens

=220=

=221=> misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=CoT

=400= 27
taagacgcia Hetotaatt ctgaanggaa gaacicetol cecaagacal g

=210= 28

=211= &1

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
<222> (26)..(26)
<223=n=CoT

=400= 28
aggtggaaca acacaaaggq lggggngagg cgtgcaalttt aaacattitc t 51

=210=29

=211= 51

=212> DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221> misc_feature
=222= (26)..(26)
=223=n=CoA

=400= 29
tatlagattt tgtgtgggat ticalngtia catitotlac cagoceaatt | 51

51

51

51

G
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=210= 30
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapians
<220=
=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
“223=n=AoG
=400= 30
gattccagtt ccaagtcaca teatenceag clggaagace tagggeaaaa g 51
<=210= 31
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
=220=
=221= misc_feature
<222> (26)..(26)
=223>n=GoA
=400= 31
accatgacgg tgtccteat! getttnacca Haglaatea ticaticatt ¢ 51
=210> 32
=211= &1
=212= DNA
=213> Homo sapians
=220=
=221= misc_feature
222> (26)..(26)
<223=n=Ao0G
=400= 32
accigteaca tttgleage teecanceac cecclaceac totecltata a 51
=210= 32
=211= 51
=212= DNA
=213= Homa sapiens
=220=
=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
=223>n=A0G
=400= 33
gacacgalgt ctlcagtcte cagetnaget tggactgtga ggatggatea g 51
=210= 34
<211= 51

=213>= Homo sapiens

=220
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=221= misc_fealure
<222> (26)..(26)
=223>n=CoT

=400= 34
ctcteaagtt tgcccagagg atacgnggga agtgcceelg gaggacegac ¢ 51

=210= 35

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo saplens

=220=

=221= misc_feature
<222= (26)..(28)
=223=n=GoT

=4Q00= 35
clggtetelt ceagotetgg tggetnccag tatttcttgg gtigtggcect o 51

=210= 36

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222> (26)..(26)
=223=pn=ToC

=400= 36
aacaagatga cagaccaggq agtaangect cteagtgatg cettgagaat o 51

=210= 37

=211= 51

<212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_fealure
=222= (26).. (?6)
“223=n=GoA

=400= 37
cggcaggeag taggatggac tgegtngacg geggecagea tgtaaatgaa a 51

=210= 38

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=ToC

=400= 38
aaglaagolg tcaaggagge catgencact clgtaggtic taggaaagaa t 51

C
Ing. Marco M/O(EQ"IE!’HH AL
w PLOOI
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=210= 39

<211= 51

=212= DNA

<213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_fealure
=222= (26)..(26)
<223=n=ToC

<400= 39
atgcetgaaa gaaacaagag caaatngtct caggaggtag gtaalaggat g 51

=210= 40

<211= 51

<212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_featurs
<222> (26)..(26)
“223>n=A0G

=400= 40
agcatattca Hgattteel tacatncaaa tgelecttit taagtgetca a 51

=210= 41

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
<222= (26).. (26)
“223=n=A0G

=400= 41
teagtacgta Hectgoale aglgenicct gegaticote caacagtcag c 51

=210= 42

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=
=221= misc_feature
<222= (26)..(26)
“223=n=CoT

=400= 42
aglgnaggee clggaacceg ggacgnigla caatttcace glglgggeag a 51

<210= 43

=211= 51

=212= DNA

=213> Homao sapiens

=220=

Ing. Marcniwt‘) |
USBM.CI

TEBELLLI
21001
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<221= misc_feature
=222= (26)..(26)
=223=n=Ao0G

=400= 43
tgceatataa tetcagggty caacgnataa acaaggggty atacegaaga a 51

=210= 44

=211= 51

=212= DNA

=213= Homao sapiens

=220=

<221= misc_feature
=222> (26)..(26)
=223=n=GaA

=400= 44
ctetgtecee teaactcll tetacntgat calgteeell cittagttec t 51

=210= 45

=211= 51

<212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
222> (26).. (26)
=223>n=Ao0C

=400= 45
gcaacaaaaa tctiatacat caccanatgt ctgcettageg geagaatige ¢

<210= 46

=211= 51

=212> DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=AoG

=400= 46
gctaggtaaa ggacletgaa aatacngcaa catggaaaac atccagiete ¢

<210= 47

=211= 51

=212= DNA

=213> Homo sapiens

<220>

=221= misc_feature
<222= (26)..(26)
<223=n=ToC

=<400= 47
lccatttgee caglgoagea tagecngeal tgecaagoly gletlcocaa ¢

51

51

Ing.

—
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=210= 48
=211= 51
=212= DNA
=213=> Homo sapiens
=220>
<221= misc_feature
<222= (26)..(26)
<223=n=Col
=400> 48
cgtttaacaa agaagacact gagatngagg gectggaagt gectiteatt g 51
=210= 49
=211= 51
=212= DNA
=213> Homo sapiens
=220~
<221 misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=CaT
<400= 49
ltctacgact ttitcactge ctacangagt cccaggagga agacttcaca a 51
=210= 50
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
<220=
=221= misc_feature
<222=> (26)..(26)
=223=n=GoT
=400= 50
gecaaatgtg tgaaaati ceattngaag aatttatggt gaatgeattt t 51
=210= 51
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
=220=
=221= misc_feature
=222 (26)..(26)
<223=n=Ao G
=400= 51
gaagaltgtt caagaaaagg cagagngceat galgacaaca caaaafgaag a 51
=210= 52
<211= 51
=212= DNA

=213= Homo sapiens

<220=
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M

<221= misc_featura
=222= (26)..(26)
“223=n=A0G

=400=> 52
cctgggacta tecectggee gageoncaca catgtgecct gigaccaggg a 51

=210= 53

=211= 561

=212= DNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222> (26)..(26)
=223=n=CaT

=400= 53
getgaclgtg aggagtecge gagaantcee tgetiglee algaatttal ¢ 51

=210= 54

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=GoT

=400= 54
aaggtgaaga gtgggaaaag gecagangatc aggaaaaata actaatgggt a 51

<210= 55

=211= 51

=212>= DNA

=213= Homo sapiens

=220

=22= misc_[eature
=222= (26)..(26)
=223=n=A0C

=400= 55
ggcttaataa aaggaattag agagenctee clecteteca acatetttit ¢ 51

<210= 56

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

220>

=221= misc_feature
<222> (26)..(26)
<223=n=GoA

=400= 56
lgatctglge totectigea cactentety tggacatcac aggagggaac a 51
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=210= 57
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
=220=
=221= misc_feature
222> (26)..(26)
223=n=CoT
<400= 57
glgcgtatat gtgttacaag tggetngtal tgaccgectg celgtggaaa g
=210= 58
=211= 51
=212= DNA
=213= Homo sapiens
=220=
=221= misc_feature
=222=(26).. (26)
<223=n=AoC
=400= 58
geotegagglg etgaccggan glgeentige tgggettage aggeeggget
=210= 59
=211= 51
=212= DNA
<213= Homo sapiens
=220)=
=221> misc_feature
=222> (26)..(26)
=223=n=A0G
=400= 59
tgatgtgcea calcotgtat aggaancagg tgatgtggaa atgagtcaga c
=210= 60
=211= 51
=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
=223=n=A0G

=400= 60
catgaaaacc celeagalgg laccanaaal alagacaatl gatccagaga g

=210= 61

=211= 51

<212= DNA

=213>= Homo sapiens

=220=

51

&1

51

51

R
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<221= misc_fealure
=222= (26)..(26)
=223=n=ToC

<400= 61
glecceageta ctecacacagg aggaingeag gagtttgaaa coageocolgtg ¢

=210= 62

=211= 51

<212= DNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221 misc_feature
<222> (26).. (26)
<223=n=TaoC

=400= 62
cacectcagg gecletecct gaccenicte teacoeeegg gaccteeetg o

<210= 63

=211= 51

212> DNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221= misc_fealure
222> (26)..(26)
<223=n=ToC

=400= 63
geaggtetgt gitecttglt atgttnectt getacaggea cletcageat |

=210= 64

=211= 51

=212= DNA

=213>= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=CoA

<400= 64
gleagtttgt gaacaggtaa aatcanaalg cteatgltct ctacagggaa a

=210= 65

=211= 51

=212= DNA

<213> Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
=223=n=GoA

=400~ 65
agccaalteg teagtgaalty aggeanagaa atlggtaaan agaaggaaag t

51

51

51

(>
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<210= 66
=211= 51
=212= DNA

=213= Homao sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26).. (26)
=223=n=ToC

=400= 66
tacataglag gettaagage aaatgnctac ctittcotet gttttcaact ¢ 51

=210= 67

<211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

<220=

<221= misc_feature
<222=> (26)..(26)
<223>n=ToG

=400= 67
gttggttggt tglttccee taanggty ceatltaalg acagatitca t 51

=210= 68

<211= 51

=212= DNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
“223=n=Ao0oG

=<A00> 68
gecoeggtga caagaatgge aaaacnttta tteggeatta acaatgtgta a 51

=210= 69

=211= 51

=212= DNA

<213> Homo sapiens

=220

=221> misc_feature
<222= (26)..(26)
=223=n=ToC

=400= 68
gcloagetaa lcaatgacea glctentiaa tictictaat goctatatggt 51

<210= 70

=211= 51

=212= DNA

<213= Homo sapiens

=220=
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<221 misc_featurs
2222= (26)..(26)
“223>n=GoA

=400= 70
gtaagggatg tgaatcgaqgt actgangaaa gagectggat gcagagecag c©

<210= 71

<211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=>

=221= misc_feature
=222= (26)..(26)
<223=n=CaT

=400= 71
ttgataactt cageatelgg atcacngigg gattageatc lgittgtatt t

<210=72

<211= 51

=212= DNA

<213= Homo sapiens

<220=

=221> misc_feature
222> (26)..(26)
=223=n=CoT

=400= 72
gtgtgattge ttaaaaaaaa clactnacat tglttlgaat cacacctcac a

=210=73

=211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

<220=

221> misc_fealure
<222> (26)..(26)
=223=n=GoA

=400= 73
acitgtgeea ggctggeltt gecaacnatga gectgagaag ctgltagaag t

=210= 74

<211= 51

<212> DNA

=213= Homo saplens

=220=

=221> misc_fealure
=222= (26)..(26)
=223>n=AoG

=400~ 74
gagacacaag agglggycag gleiinggaa (taggagtt gggttcaagg ©

51

51

51

C_
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=210=75

<211= 51

<212= DNA

<213= Homo sapiens

<220=

=221= misc_feature
<222 (26)..(26)
“223=n=GoA

=400= 75
tgagtcigtg aggagaaalg aacaantola ceacagleat coagaalgag a

=210= 76

<211= 51

=212= DNA

=213= Homo sapiens

=220=

=221= misc_feature
=222=> (26)..(26)
<223>n=CoT

=400= 76
atcagaagqc taaggaacea celgtntaal aglelaglge caaacacagg e

=210= 77

<211= 51

=212= DNA

=213> Homo sapiens

=220=

=221> misc_feature
<222= (26)..(26)
=223=n=GoA

=400= 77
catcaalaag aaaaacaaaa ataalnlaal agaaaaalge ataagagact t

1

51

L
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RIVENDTICAZTIONTI

1. Anticorpo che ¢ in grado di legarsi all'interleuchina 11 (IL-
11) o al recettore oo di TL-11 (IL-1lR«) ed inibire la seqnalazione
mediata da INL-11 per uso in un metodo per il trattamento o la
prevenzione della fibrosi in un essere umano.

2. Anticorpo per uso in un metodo per 1l trattamento o la
prevenzione della fibrosi secondo la rivendicazicne 1, in cui
l'anticorpo & in grado di prevenire o ridurre il legame di TL-11 ad
un recettore di IL-11.

3. Anticorpo per uso in un metedo per il trattamento o la
prevenzione della fibrosi  secondo la rivendicazione 1 o  la
rivendicazione 2, in cul l'anticorpo & un anticorpo di legame di 11~
11.

4. Anticorpo per uso in un meleodo per 1l trattamento o la
prevenzione della fibrosi secondo la  rivendicazione 1 o la
rivendicazione 2, in cui l'anticorpo & un anticorpo di legame di TT.-

11Ra.

5. Anticorpo per uso in un metodo per 11 trattamento o la

prevenzione della fibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
da 1 a 4, in cui la fibrosi & fibrosi del cuore, del fegato, del rene
o dell'occhio.

6. Anticorpo per uso In un metode per il Lratlamento o la
prevenzione della fibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
da 1 a 5, in cui la fibrosi & nel cuore ed ¢ associata a disfunzione

della muscolatura o proprictd cletlriche del cuore o ispessimento
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delle pareti o valvole del cuore,

7. Anticorpo per uso in un metodo per il trattamento o la
prevenzione di fibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni da
Il a 5, in cui la fibrosi & nel fegato ed & associata a malattia
aronica epalica o cirrosi epatica.

8. Anticorpo per uso in un metodo per 11 GLrallbamento o la
prevenzione della fibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
da 1 a 5, in cui la Ffibrosi & nel rene ed & associata a malattia
renale cronica.

9. Anticorpo per uso in un netodo per il trattamento o la
prevenzione della fibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
da 1 a 5, in cui la fibrosi é nell'oecchio ed & (ibrosi della retina,
fibrosi epiretinica o fibrosi subretinica.

LO0. Anticorpoe per use in un metodo per il tratbtamento o la
prevenzione della fibrosi secondo una qualsias! delle rivendicazioni
da 1 a 9, in cul 11 metodo per 11 trattamento o prevenzione della
fibrosi cowprende somministrare detto anticorpo ad un soggetto in cui
l'espressione di IL-11 o IL-11R & sovra-regolata.

11. Anticorpo per uso in un metodo per il trattamento o la
prevenzione della fibrosi sccondo una gualsiasi delle rivendicazioni
da 1 a 10, in cui il metodo per il Lraltlamenlo o la prevenzione della
fibrosi comprende somministrare detto anticorpo ad un soggetto in cui
51 & determinato che |['espressione di 11-11 o di IL-11lR & sovra-
regolata.

12. Anticorpo per uso in un metodo per 11 trattamenlo o la
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prevenzione della ftibrosi secondo una qualsiasi delle rivendicazioni

da 1 a 11, in cui i! melodo per il trattamento o la prevenziona della

fibrosi comprende determinare se 1'espressione di LL-11 o IL-11R &

sovra-regolata nel soggetto e

somministrare detto anticorpo ad un

soggetto in cui 1'espressione di IL-11 o IL-11R & sovra-regolata.

Dogana, 7 novembre 2018 In fede

Il Ma
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TAV. XV

ACTGCCGCGGCCCTGCTGC TCAGGGCACATGCCTCCCC TCCCCAGGCCGCGGCCCAGC TGACCCTCGGEE
CTCCCCCGGCAGCGGACAGGGAAGGGTTAAAGGCCCCCGGLICCCTGCCCCCTGCCC TGGGGANCCCLTG
GCCCTGTGGGGACATGAACTGTGT TTGCCGCCTGGTCCTGETCGTGCTGAGCCTGTGGCCAGATACAGCT
GTCGCCCCTGGGCCACCACCTGQQCCCLFTCGAGTTT(CCLAGA(CCTP&GGCCGAGCTGGpCAGCACCG

TGCTCCTGACCCGCTCTCTCCTGGCCGACACGCGGCAGCTGGCTGCACAGCTGACFGACAAHT%CCCACF

TGACGGGGAFEACAACCTGGATTCLCTGCCCACPCTGCLCATGAGTGCCGCGGCACTGGCACCTCTACAG
CTCCCAFGTGTGCTGACAAGGCTGCGAGCGGALLTACTGTL(TACLTGLGGLACGTGCAGTﬁGCTGCGCC
GGGCAGGTGGCTCTTCCCTGAAGACCCTGEAGCCCGAGCTGGGCACCCTGCAGGCCCGACTGGACTGGLT
GCTGCGCCCFCTCPAGCTCCTGATGTCCCGCCTGGCCCTGCCCCAGCCACQCCCGGACCPG(CGG(GCCC
CCGCTGGCGCCCCCFTCCTCAGCLTGLFGCCQCQTEQQ@QQCGCCCRCGC(ATCCTGGGGGGGCTGCACC
TGACACTTGALTGGGCCGTGAGGGGAPTGCTGFTGLTGAAGACZLGCCTGTGALCCGGGGCCCAAAGCCA
CCACCGIW&ﬂ.*'-; CEAGATCTHATTTATTTATTTATTT CAGTACTGGGGGCGAMACAGCCAGGTGA
TCCCCCCGCCATTATC TCCCCCTAGT TAGAGACAGTCCTTCCGTGAGGCCTGGGGGGCATCTGTGCCTTA
TTTATACTTATTTATTTCAGGAGCAGGGGTGGGAGGCAGGTGGACTCCTGGGTCCCCGAGGAGGAGGGGA
CTGGGGTCCCGGATTCTTCGGTCTPCAACAAGTLTGTCLALMGAPTTCTGCCCTGGCTCTTCCCCATCTA

; SRBOR! TATTTATTTAAGCAATTACT TTTCATGTTGGGGTGGEGACGOAGGGGARM
AGGGAAGCCTGGGTTTTTGTACAAAAATGTGAGAAACLTTTGTGAGACAGAGAACAGGGAATTAAATGTC
TCATACATATCCACTTGAGGGCGATTTIGTCTGAGAGCTGGGGCTGGATGCT TGGGTAAC TGGGGCAGGGT
AGGTGGAGGGGAGACCTCCATTCAGGTGGAGGTCCCGAGTGGGCGGGGCAGCGACTGGGAGATGGGTCGE
TCACCCAGACAGCTCTGTGGAGGCAGGGTCTGAGCCTTGCCTGGGGCCCCGCACTGCATAGGGCCTTTTG
TTTGTTTTTTGAGATGGAGTCTCGCTCTGT TGCCTAGGCTGGAGTGCAGTGAGGCAATCTGAGGTCACTG
CAACCTCCACCTCCCGGGETTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGATTAGCTGGGATCACAGGTGTG
CACCACCATGCCCAGC TAATTATTTATTTCTT TTGTATTT T TAGTAGAGACAGGGTTTCACCATGTTGGE
CAGGCTGGTTTCGAACTCCTGACCTCAGG ITGATCCTCCTGCC TCGGCCTCCCARAGTGCTGGGATTACAG
GTGT%AGCCACCACACFTFACCCATRCDTCTTCAATAARTATTTAATGGAA'GTTCCACAAGTCACCCTG
TGATCAACAGTACCCGTATGGGACAARGC TGCAAGGTCAAGATEGRIIE .‘:;fﬁﬁquACCATAG
LAAACTGGAAACAATCTAGATATCCAAFAGTGACGGTTAAGCAACATGGTGCATFTGTGGATAGAACGCC
ACCCAGCCGCCCGGAGCAGGGACTGTCATTCAGGGAGGCTAAGGAGAGAGGCTTGCT TGGGATATAGAAA
GATATCCTGACATTGGCCAGGCATGGTGGCTCACGCCTGTAATCCTGGCACTTTGGGAGGACGARGCGAG
TGGATCACTGARGTCCAAGAGTTCGAGACCGGCCTGUGAGACATGGCAMAACCCTGTC TCAAAAAAGAAA
GAATGATGTCCTGACATGAAACAGCAGGCTACAAARCCACTGCATGCTGIGATCCCAATTTTGTGT T IT
CTTTCTATATATGGATTAAAACARAAATCCTAAAGGGAAATACGCCAAAATGTTGACAATGACTGTCTCC
AGGTCAANGGAGAGAGGTGGGATTGTGGGTGACT TTTAATGTGTATGATTGTCTGTATTTTACAGAATTT
CTGCCATGACTGTGTATTTTGCATGACACATT TTAARAATAATAAACACTATT TTTAGAATAACAGAAAN

A [SEQ ID NO:1]

CCTTCCAAAGCCAGATCTT [SEQ ID NO:2]
GCCTGGGCAGGAACATATA [S5EQ ID NO:23)
CCTGGGCAGGAACATATAT [SEQ ID NO:4]

GGTTCATTATGGCTGTGLT [SEQ ID NO:5)

Figura 11
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USBM CPIL0O01



GCTGTAGCTGGTGAGAGGARGTCCTAGAGGC TATGGACACTCTGCTGCTGGGATCACCGAGATGAGCAGC
AGCTGCTCAGGGETGAGCAGGGETCCTGETGGCCETGGCTACAGCCCTGETGTCTGCCTCCTCCCCCTGEC
CCCAGGCCTGGGGCCCCCCAGGGGTCCAGTA 'l‘GC"GC.-AGC.CAGGC;AGGTLCC‘TGM(:CTGT{:TTGTCCT(‘C’

AGTGACTGCCGGGGACCCAGTGTCCTGGT TTCGGGATGGGEAGCCAARGC TGC TCCAGGE ACCTGACTCT

GGGCTAGGGCATGAACTGGTCCTGGCCCAGGCAGACAGCACTGATGAGGGCACCTACATCTGCCAGACCT
TGGATGGTGCACT TGGGGGCACAG TGACCC TGCAGC TGGGCTACCCTCCAGCCCGCCCTGTTIGTCTCOTG
CCAAGCAGCCGACTATGAGAACTTCTCTTGCACT TGGAGTCCCAGCCAGATCAGCGGTI'TACCCACCCGE

TACCTCACC! FCC'I‘AC.AGGMGMGACAGTCCTAC(:AGCTGATAGCCAGACGAGGAG'l‘CCATCCACAGGGC
CCTGGCCATGCCCACAGGATCCCCTAGGGGC TGCCCGCTGTGTTGTCCACGGGGCTGAGT TCTGGAGCCA

GTACCGGATTAATGTGACTGAGGTGAACCCACTGGGTGCCAGCACACGCCTGCTGGATGTGAGC T TGCAG
AGCATCTTGCGCCCTGACCCACCCCAGGGCCTGCGGGTAGAGTCAGTACCAGGTTACCCCCGACGCCTGE
GAGCCAGCTGGACATACCCTGCCTCCTGGCCGTGCCAGCCCCACTTCC TGCTCAAGTTCCGTTTGCAGTA
CCGTCCGGCGCAGCATCCAGCCTGGTCCACGGTGGAGCCAGC TGGACTGGAGGAGGTGATCACAGATGCT
GTGGFTCGCPTGCCCCATGCTGTACGAGTCACTCCCCCCGACTTTCTAGATGCTGGCACCTQGAGCACCT
hFAGCCCCGAGGCCTGGGGAACTCCGAGCACTGﬁ

TLLTGGGALTGGTGGLTGGGGCLCTGGLALTGGGGLrCTGGcTGAGCCTEHCACG@GGTGGEAAGGATCG
ATCCCCAAAGCCTGGGTTC TTGGCCTCAGTGATTCCAGTGGACAGGCG TCCAGGAGCTCCAAACCTGTAG

AGGACCCAGGAGGCCTTCEGCAGArTLCACCTATnarTCTGTLTTGPTGGTGTr&ATAGAAACCAdﬁﬁﬁﬁ

CTC‘(_,('_,TGTATGTAGGTGCCTGGGAGTG'I‘ ‘T(:'l'(:(:‘l‘CCTTGCTCTGGCCCT'l‘TCCCTTGCA(.—.GGTT(:
TGCAGGTGTGAATAAR [SEQ ID NO:6)

GGACCATACCAAAGGAGAT [SEQ 1D NO:7)
GCGTCTTTGGGAATCCTTT  (SEQ ID NO:8]
GCAGGACAGTAGATCCCT [SEQ 1D NO:9]

GOTCAAGGAACGTGTGTAA  [SEQ 1D NO:10j

Figura 12

USBM CPLOO1

Ing,/Marco Montebelli
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