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DESCRICAO

METODOS PARA INIBIR A LIGACAO DA ENDOSIALINA A LIGANDOS

AMBITO DA INVENCAO

A invencéo refere-se genericamente a area de
imunoterapéuticos. Mais especificamente, a invencdo refere-se
a composicdes para a interrupcdo da interaccdo da endosialina
com 0s seus sSubstratos para inibir as funcgdes celulares,

incluindo a angiogénese e a motilidade celular.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Varias publicacdes incluindo patentes, aplicacdes publicadas,
artigos técnicos e artigos académicos sdo citados ao longo da

especificacédo.

A angiogénese é um processo regulado gque envolve a formacdo de
novos vasos sanguineos. Desempenha um papel fundamental no
crescimento normal, desenvolvimento embrionério, na
cicatrizacdo de feridas e em outros processos fisioldgicos
(Yancopoulos et al. (2000) Nature, 407:242-8). No ambito do
desenvolvimento capilar as proteinas da matriz extracelular
(ECM) servem como suporte estrutural para a proliferacdo de
tecidos endoteliais e tumorais e providenciam suporte para o
crescimento de células tumorais. De novo a angiogénese esté
envolvida em diversos estados de doenca incluindo o cancro,
onde a formacdo de novos vasos sanguineos do tipo embrionéario

(referidos aqui como neovascularizacgdo) diferem da vasculatura



normal em relacdo a estrutura e funcdo (Hanahan et al. (2000)
Cell, 100:57-70). Um nuUmero de estudos 1in vivo e 1in vVvitro
demonstraram diferencas bioldgicas entre vasculatura normal e
vasculatura associada a doenca usando varios sistemas modelo
de angiogénese, aumentando assim a possibilidade de novos
compostos antiangiogénicos gque podem inibir selectivamente a
formacdo de vasos do tipo embrionédrio, células endoteliais
associadas a tumor para a terapia de doenca neovascular. A luz
destas oportunidades para a terapia uma intensa busca de
potenciais alvos que possam inibir especificamente tumores e
outras células endoteliais associadas a doenca neovascular ou
crescimento de células estromais (fibroblastos, pericitos,

etc.) e da funcd@o em curso.

Numa tentativa de identificar tais alvos tém sido concebidas
estratégias para identificar antigénios da superficie celular
de estroma do tumor, assim como isolar proteinas especificas
ou RNA que s&do expressos em células estromais de tumor (Rettig
et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 89:10832-6; St.
Croix et al. (2000) Science, 289:1197-1202). Estas estratégias
identificaram uma proteina da superficie celular que parece
ser expressa especificamente em células estromais de tumor
referida como endosialina (ou marcador de endotélio tumoral 1

(TEM 1) ou CD248).

A examinacdo de padrdes de expressdo génica em tecido normal e
neoplasico indica um aumento da expressdo de mRNA de
endosialina em neovasos tumorais. (St Croix et al. (2000)
Science, 289:1197-1202). Niveis semelhantes de expressdo de
endosialina foram observados em cancro do colo-rectal humano
(Rmali et al. (2005) World J. Gastroenterol., 11:1283-1286),

em tecidos de cancro da mama (Davies et al. (2004) Clin. Exp.



Metastasis, 21:31-37) e em histiocitomas (Dolznig et al.
(2005) Cancer Immun., 5: 10). A expressdo de endosialina
humana tem sido observada em glioblastomas altamente
invasivos, astrocitoma anaplédsico e carcinomas metastdticos,
incluindo, melanomas (Brady et al. (2004) J. Neuropathol. Exp.
Neurol., 63:1274-1283; Huber et al. (2000) J. Cutan. Pathol.,
33:145-155) .

A utilizacdo de anticorpos em estudos de imuno-histoquimica
demonstrou uma expressdo robusta de endosialina em células
endoteliais neovasculares, fibroblastos e/ou pericitos
(Virgintino et al. (2007) Angiogenesis, 10:35-45) em tecidos
malignos, enquanto a expressdo em linhas de células derivadas
de culturas endoteliais do tipo embriondrio, tais como, mas
ndo limitado, a HUVEC (células endoteliais da Veia umbilical
Humana) ou HMVEC (células endoteliais de microvasculatura
dermal neonatal) é limitada. Anéalise de anticorpos,
polipéptidos ou ligandos nédo proteicos que se podem ligar a
endosialina resultou na identificacdo de um subconjunto de
tais moléculas que podem suprimir a capacidade da endosialina
para se ligar ao seu substrato e/ou suprimir actividades

intracelulares conduzindo a estagnacdo ou morte celular.

Rettig et al. descreveram anticorpos monoclonais que
reconhecem antigénios em vasos relacionados com varios tipos
de cancro (Rettig et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
89:10832-6). Um destes foi designado FBS5 e foi gerado através
de imunizacdo de ratos com fibroblastos de embrides humanos.
FB5 reconhece uma proteina de 100 kDa na superficie de uma
linha de células de neuroblastoma, LAl-5s (Patente dos EUA Nr:
5,342,757). FBS5 é um anticorpo de murina (IgGl) que se liga a

endosialina e tem sido demonstrado que reconhece as células



endoteliais associadas a uma variedade de diferentes tipos de
cancro. Avaliacdo estrutural classificou a endosialina como
uma proteina integral da membrana do tipo C como a lectina,
composta por cinco dominios extracelulares globulares
(incluindo wum dominio de 1lectina tipo C, um dominio com
similaridade com o padrdo Sushi/ccp/scr e trés repeticdes
EGF). A proteina também contém uma regido de tipo mucina, um
segmento transmembranar e uma curta cauda citoplasmatica. A
proteina parece ser uma glicoproteina. A anadlise de hidratos
de carbono mostra gque a proteina do nucleo da endosialina tem
uma abundéncia de glicosilacdo de O-ligados (Christian et al.
(2001) J. Biol. Chem., 276:48588-48595). Trabalhos posteriores
combinaram as regides determinantes da complementaridade
(CDRs) de FBS de rato na estrutura molecular principal de IgGl
humano para criar um anticorpo humanizado gque se 1liga aos
vasos associados aos tecidos malignos, assim como um

subconjunto de células em culturas HMVEC.

Ratos com TEM1 knockout desenvolvem-se normalmente e exibem
cicatrizacdo normal, sugerindo que a endosialina ndo é
necessaria para a neovascularizacdo durante o desenvolvimento
fetal ou para a reparacdo de feridas. (Nanda et al. (2006)
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 103:3351-3356). Quando as células
de cancro colo-rectal foram implantadas nos sitios abdominais
de ratos com TEM1 knockout, contudo, a perda de expressdao da
endosialina correlaciona-se com uma diminuicdo no crescimento
do tumor, invasdo e metdstases em comparacdo com 0SS animais
parentais. A auséncia de expressdo da endosialina tem mostrado
reduzir o crescimento, invasdo e metadstases de transplantes de
tumores humanos em ratos com endosialina knockout (Nanda et
al. (20006) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 103:3351-3356) .

Adicionalmente, a falta de endosialina levou a um aumento de



pequenos vasos Sanguineos imaturos e diminuicdo do nuUmero de

vasos tumorais médios e grandes.

A neovascularizacdo estd associada a um certo numero de
estados de doenca. No cancro acredita-se que a
neovascularizacdo ¢ importante no fornecimento de sangue aos
tumores. No cancro ndo-oncoldégico ou doencas malignas, como
retinopatia e degeneracdo macular, uma neovascularizacédo
descontrolada provoca perda de visdo (Wilkinson-Berka (2004)
Curr. Pharm. Des., 10:3331-48; Das e McGuire (2003) Prog.
Retin. Eye Res., 22:721-48). Além disso, varios relatdrios tém
identificado um papel da neovascularizacéao na doenca
inflamatéria (Paleolog e Miotla (1998) Angiogenesis, 2(4):295-
307). Métodos para compreender melhor as vias moleculares em
células endoteliais do tipo embriondrio e células precursoras,
bem como, as células endoteliais associadas (pericitos,
fibroblastos, etc.) a estes estados de doenca vdo conduzir ao
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento destas
doencas. Por outro lado a neovascularizacdo estd associada com
a cicatrizacdo de feridas (Galiano et al. (2004) Am. J.
Pathol., 164:1935-47). Identificacdo das vias moleculares que
promovem a vascularizacdo para a cicatrizacdo de feridas pode
oferecer a capacidade de identificar féarmacos e factores que
podem promover estes processos para melhorar o tratamento de

feridas associadas a traumas, queimaduras e infeccdes.

Um problema dificil em terapia anti-angiogénica e proé-
angiogénica eficaz ¢ a natureza indefinida de processos
biolbégicos de moléculas e vias associadas que sdo importantes
para a activacdo de processos celulares associados com a
neovascularizacdo (Bagley et al. (2003) Cancer Res., 63:58606-

73). A capacidade para identificar e elucidar as moléculas e a



sua funcdo na regulacdo de uma determinada via pode conduzir
ao isolamento de compostos eficazes que tém actividade
estimulante ou inibitdéria em doencas associadas a
neovasculares como, cancro, inflamacdo, doenca ocular, doenca
cardiovascular e cicatrizacdo de feridas. A capacidade de
isolar e estudar estes compostos através de ensaios de base
molecular proporcionaria maior utilidade para avaliar os seus
efeitos para suprimir ou estimular especificamente a biologia
normal das células envolvidas na neovascularizacéo em
contraste com as células endoteliais adultas associadas a
vasos no tecido adulto normal (Asahara e Kawamoto (2004) Am.

J. Physiol. Cell Physiol., 287:C572-9).

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO

A invencdo apresenta anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio que existem para inibir a interaccdo de uma célula

que expressa endosialina com um ligando da endosialina.

Os ligandos da endosialina envolvidos na presente invencdo sé&o
o colagénio ou a fibronectina. O ligando pode ser o colagénio
I ou o colagénio IV. A célula pode ser uma célula de mamifero.
A regulacdo da expressdo de endosialina ao nivel genético pode
ser efectuada por quaisquer meios adegquados na &area, tais como
moléculas de &cido nucleico antisenso, RNA de cadeia dupla,
ribozimas, ribozimas “cabeca de martelo”, os oligonucledbtidos
decoy, e semelhantes. A regulacdo da expressdo de endosialina
também pode ser realizada inactivando o gene qgue codifica a
endosialina. Noutro aspecto, o0s anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem obstruir fisicamente a endosialina
expressa na superficie de uma célula que expressa endosialina,

inibindo assim a interaccdo da célula com um ligando da



endosialina. Os ligandos da endosialina s&do o colagénio (e.g.,

colagénio I ou colagénio IV) ou fibronectina.

A obstrugdo da endosialina da superficie celular pode ser
efectuada por quaisquer meios adequados na é&rea, tal como
anticorpos que se ligam especificamente a endosialina.
Inibidores competitivos podem ser utilizados para inibir a
interaccdo da endosialina ou de uma célula gque expressa
endosialina com um ligando da endosialina. Os inibidores
competitivos podem ser ligandos da endosialina, fragmentos de
ligacdo a endosialina de ligandos da endosialina, por exemplo,
fragmentos de ligacéo a endosialina de colagénio ou
fibronectina. Inibidores competitivos preferidos s&o
fragmentos de ligacdo a endosialina de colagénio I, colagénio
IV ou fibronectina. Os inibidores competitivos preferidos séo
o fragmento N-terminal de 70 kDa de fibronectina, o fragmento
de 45 kDa de fibronectina de ligacdo a gelatina e o fragmento

de 30 kDa de fibronectina de ligacdo & heparina.

Os anticorpos adequados podem ser anticorpos guiméricos,
anticorpos humanizados, anticorpos inteiramente humanos,
fragmentos de ligacéo ao antigénio que se ligam
especificamente ao antigénio, e semelhantes. Em algumas formas
de realizacdo a afinidade do anticorpo para o antigénio &, de
preferéncia, menos do que cerca de 1 x 1077 M, com maior
preferéncia inferior a <cerca de 1 x 1078 M, ainda mais
preferivelmente menos do que cerca de 1 x 107° M, e mais
preferencialmente ainda menos do que cerca de 1 x 107 M. Em
algumas formas de realizacdo preferidas o anticorpo é um
anticorpo anti-endosialina ou um fragmento de ligacdo ao
antigénio que reconhece esgpecificamente a endosialina. Em

algumas formas de realizacdo o anticorpo ou fragmento de



ligacéo ao antigénio compreende uma cadeia pesada,
compreendendo CDR1, CDR2 e CDR3 de SEQ ID NO: 28 ,30 e 32,
respectivamente, e uma cadeia leve compreendendo CDR1, CDR2 e
CDR3 de SEQ ID NO: 13, 15 e 17, respectivamente. Em algumas
formas de realizacdo os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio podem compreender uma cadeia pesada que compreende
um dominio varidvel de SEQ ID NO: 34 e uma cadeia leve dque
compreende um dominio varidvel de SEQ ID NO: 19. Em algumas
formas de realizacdo os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio podem compreender uma cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 22 ou 26 e uma cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:
11. Anticorpos M4 e M4.1 sdo anticorpos humanizados para a
endosialina humana. Engquanto os anticorpos M4 e M4.1 partilham
uma sequéncia de cadeia leve por outro lado eles diferem na
sua cadeia pesada por apenas uma sequéncia de aminoacidos
mostrada, por exemplo, no residuo 429 da SEQ ID NO: 20 em
relacdo ao residuo 429 da SEQ ID NO: 24. A alteracdo de
aminodcido é o resultado de uma Unica alteracdo de nucledtido
mostrada, por exemplo, no nucledtido 1286 da SEQ ID NO: 19 em
relacdo ao nucledtido 1286 da SEQ ID NO: 23. Em algumas
metodologias os anticorpos que podem ser utilizados de acordo
com a invencdo sdo produzidos por células que tém numero de

acesso ATCC: PTA-7554 ou numero de acesso ATCC: PTA-9017.

A inibicdo da interaccdo da endosialina com ligandos para a
endosialina pode afectar vias, cascatas e efeitos a Jjusante
provocados pela interaccdo normal. Por exemplo, obstruir ou
inibir a interaccdo de uma célula que expressa endosialina com
um ligando da endosialina ©pode 1inibir a activacdo de
integrinas, a activacdo de metaloproteases da matriz e/ou a

expressdo de metaloproteases da matriz. A motilidade celular



pode ser inibida. A angiogénese ou neovascularizacdo é

inibida.

Em algumas metodologias a inibicdo da interaccdo das células
que expressam a endosialina com o seu ligando inibe a
activacédo da integrina (1, B2 ou R3. Em algumas metodologias a
inibicdo da interaccdo das células que expressam a endosialina
com o seu ligando inibe a migracdo celular. Em algumas
metodologias a inibicdo da interaccdo das células que
expressam a endosialina com o seu ligando inibe a activacédo ou
a expressdo de uma metaloprotease da matriz. Em metodologias

preferidas a metaloprotease da matriz é& MMP-9.

Os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem
estar envolvidos na inibicé&o da angiogénese ou
neovascularizacdo in vitro e 1in vivo. Em alguns aspectos um
anticorpo ou fragmentos de ligacdo ao antigénio que se ligam
especificamente a endosialina ou uma composicdo que obstrui a
endosialina expressa na superficie de uma célula pode ser
administrada numa composicdo tal gue a interaccdo da célula
com um ligando da endosialina é inibida. Esta inibicdo suprime
a angilogénese e/ou neovascularizacdo de um tecido, oérgdo ou
neoplasias no sujeito ao qual a composicdo é administrada. Os
ligandos da endosialina podem ser ©proteinas da matriz

extracelular tais como o colagénio (por exemplo, colagénio I

ou colagénio IV) ou fibronectina. A composicéo pode
compreender qualquer molécula, tal como as descritas e
exemplificadas aqui, que pode obstruir fisicamente a

interaccdo da endosialina da superficie da célula com, pelo
menos, um ligando da endosialina. Exemplos de tais moléculas
incluem, sem limitacdo, inibidores de moléculas pequenas,

inibidores de polipéptidos, anticorpos que se ligam



especificamente a endosialina, anticorpos gque se ligam
especificamente a um ligando da endosialina, fragmentos de
ligacdo ao antigénio, e semelhantes. 0Os anticorpos adequados
podem ser anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados,
anticorpos inteiramente humanos, fragmentos de anticorpos, e

semelhantes.

Agentes que melhoram ("agonistas") ou reduzem ("antagonistas")
a 1interaccdo da endosialina com um ligando da endosialina
podem ser identificados por varios métodos que @ possam
compreender o contacto da endosialina com um “composto teste”,
formando assim um complexo endosialina-composto teste,
contactando este complexo com um ligando para a endosialina.
Podem ser efectuadas medidas quantificéveis da interaccdo da
endosialina com o ligando na presenca e na auséncia do
“composto teste”, em que, uma diminuicdo no nivel de
interaccdo da endosialina com o ligando na presenca do
“composto teste” indica que o “composto teste” & um
antagonista da interaccdo da endosialina com o ligando. Os
métodos para identificar agonistas ou antagonistas da
interaccdo da endosialina com um ligando para a endosialina
compreende o contacto da endosialina com um ligando para a
endosialina na presenca e auséncia de um “composto teste” e
medir de forma quantificdvel a interaccdo da endosialina com ©
ligando onde um aumento ou uma diminuicdo do nivel de
interaccdo da endosialina com o ligando na ©presenca do
“composto teste” indica gque o “composto teste” é um agonista
ou antagonista, respectivamente, da interaccdo da endosialina
com o ligando. A endosialina pode ligar-se a uma membrana
celular, a um fragmento da membrana celular, a uma bicamada
lipidica artificial, ou, a um suporte sdélido. O ligando pode

ligar-se a um suporte sdlido. Os ligandos para a endosialina

10



podem ser proteinas da matriz extracelular, tais como,

colagénio ou fibronectina.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

As figuras 1A e 1B mostram a analise imuno-histoquimica de
células positivas de endosialina de tecido maligno. Os tumores
foram isolados de pacientes com cancro colo-rectal e
congelados por congelamento flash em nitrogénio ligquido. As
amostras foram seccionadas em corte fino e coradas com anti-
endosialina ou anticorpo de controlo isbétipo. Como mostrado,
os vasos do tumor (Figura 1A) coraram positivo para a
endosialina, enquanto as secgdes de anticorpo de controlo

isétipo coraram negativo (Figura 1B).

As figuras 2A e 2B mostram a analise imuno-histoquimica de
células positivas de endosialina de tecido normal. Os tecidos
normais foram isolados de pacientes por biopsia e congelados
por congelamento flash em nitrogénio ligquido. As amostras
foram seccionadas em corte fino e coradas com anti-endosialina
ou anticorpo de controlo isétipo. Como mostrado, o tecido
normal continha EPCs (seta, Figura 2A), enguanto a seccdo de
anticorpo de controlo isdétipo foi negativo (Figura 2B). Muitos
dos tecidos normais testados tinham EPCs como determinado por

coloracdo in situ ou coloracdo de anticorpo.

A figura 3 mostra o 1isolamento de <células positivas de
endosialina de culturas endoteliais primarias. Culturas HMVEC
foram enriquecidas para EPCs por panning. Culturas panned de
endosialina foram entdo comparadas com culturas parentais de
HMVEC  para a percentagem de células que expressam a

endosialina. Como mostrado, a cultura panned tinha um numero

11



muito mais elevado de células positivas de endosialina em
comparacdo com a cultura parental ndo panned, tal como
determinado por imunocoloracdo através de anticorpo anti-
endosialina seguido de um anticorpo secundario conjugado
fluorescente. O numero de <células de <cada campo foi

determinado por microscopia ética.

A figura 4 mostra que a endosialina recombinante (Fc-TEMI1)
liga-se as proteinas da matriz extracelular (EMPs). Placas de
ELISA, previamente revestidas com EMP fibronectina (FN),
colagénio (COL, incluindo colagénio tipo I (COL I) e colagénio
tipo IV (COL 1IV)), vitronectina (VN) , laminina (LN) ou
gelatina (Gel), foram bloqueados com tampdo de ensaio ELISA
antes da adicéao da proteina purificada Fc-TEM1 em
concentracdes crescentes. Apds uma incubacdo de duas horas as
placas foram lavadas e analisadas quanto a ligacdo utilizando
um mAb secundario HRP conjugado de cabra-anti-rato especifico
para a cauda Fc utilizando condicdes standard ELISA. As placas
foram lavadas, desenvolvidas e, em seguida, analisadas
utilizando um leitor de placas a OD 450 nm. Como mostra a
figura 4A, Fc-TEM1 ligado robustamente a FN e COL enquanto
fraca ligacdo foi observada com LM, VN ou Gel. Para a figura
4B, uma placa de ELISA foi pré-revestida durante a noite com
0s seguintes antigénios: Staphylococcus enterotoxina B (STEB),
ovalbumina (OVA), globulina gama de bovino (BGG), antigénio de
glicoproteina de 90-kDa associado a tumor expressado na
maioria das células de melanoma (TA90), lisozima de ovo de
galinha (HEL), toxbéide do tétano (TT), 1% de BSA, mesotelina
humana, GM-CSF humano, IgG de cabra e IgG de rato. Fc-TEM1 foi
adicionado em quantidades crescentes (5, 10, 50 pg/mL) e

deixou-se a aderir durante 2 horas. As placas foram entéo

12



lavadas e o anticorpo conjugado com HRP de cabra-anti-rato foi

adicionado para detectar a ligacdo a Fc-TEMI1.

A figura 5 mostra o mapeamento de dominios de ligacdo da
fibronectina (FN) a endosialina. Fragmentos proteoliticos e
recombinantes derivados de fibronectina (FN) foram avaliados
quanto a sua capacidade para suportar a ligacdo de TEM1. A
avaliacdo de fragmentos FN inclui: o fragmento de 70 kDa N-
terminal (Sigma Cat. Nr. F0287) (obtido por digestdo da
catepsina D de fibronectina); o fragmento de 30 kDa de ligacéo
a heparina (Sigma Cat. Nr. F9911); o fragmento de 45 kDa de
ligacdo a gelatina (Sigma Cat. Nr. F0162) (ambos obtidos a
partir da digestdo da tripsina do fragmento de 70 kDa); o
fragmento de 120 kDa que contém o dominio de ligacdo de
células ("o fragmento de 120 kDa"); e dois fragmentos
recombinantes: FN2, que contém os primeiros 7 dominios do tipo
FN III, e FN4, que contém o local de pontes dissulfito
intercadeias e o dominio de 1ligacdo de integrina od4pBl. O
diagrama de estrutura de FN foi adaptado a partir de

Wierzbicka-Patynowski et al. (2003) J. Cell Sci., 116:3269-76.

A figura 6 mostra a ligacdo de Fc-TEM1 recombinante a EMP e
fibronectina na presenca de inibidores. M4 ¢é um anticorpo
humanizado para a endosialina humana, enquanto rbtTEM1 & um
anticorpo de coelho para a endosialina humana. O ensaio foi
realizado como descrito na figura 4, excepto gque foram
adicionados anticorpos para medir a capacidade de perturbar ou
bloquear a ligagcdo de Fc-TEM1I a FN. Como mostrado nesta
figura, M4 foi capaz de inibir Fc-TEMl1 de se ligar a FN,

enquanto um controlo ndo especifico (HulgG) né&do foi.
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A figura 7 mostra a ligacdo da endosialina a fragmentos de EMP
e a sua inibicdo por compostos inibidores de endosialina-EMP.
Os fragmentos de fibronectina estdo ilustrados na figura 5. A
figura 7A mostra a ligacdo a fragmentos proteicos derivados de
FN nativa. A figura 7B mostra a ligacdo a fragmentos proteicos
derivados de FN desnaturado. Para as figuras 7A e 7B, um
fragmento de FN foi revestido sobre uma placa ELISA nas
concentracdes indicadas. Um anticorpo policlonal anti-FN
seguido da adicdo de anticorpo secundério HRP conjugado de
cabra-anti-coelho foi utilizado para detectar proteinas
intactas ligadas. Fc-TEMI1 (1,25 qug/mL) foi adicionado e
deixou-se a ligar durante 2 horas. As placas foram entéo
lavadas e o anticorpo HRP conjugado de cabra-anti-rato foi
adicionado para detectar Fc-TEM1 ligado. A barra de (Fc-TEMI
nativa) na Figura 7B representa a ligacdo de Fc-TEM1 a FN néo
desnaturado. Como mostrado, a endosialina liga-se a regido N-
terminal de fibronectina, enquanto pouca ou nenhuma ligacéo
foi detectada para a ligacdo a fragmentos FN2, FN4, ou 120
kDa. 0Os anticorpos policlonais para a fibronectina ligam-se a
todos os fragmentos. As figuras 7C e 7D mostram a ligacdo de
Fc-TEM1 ao fragmento de 70 kDa de FN e a inibicdo da
interaccdo de compostos inibidores de endosialina-EMP. FN
inteira e a proteina FN de 70 kDa foram revestidas sobre uma
placa ELISA a uma concentracdo fixa de cerca de 15 nmol/poco
para ambas as proteinas. Fc-TEM1 (1,25 pg/mL) foi pré-incubado
a 4°C durante 1 hora com quantidades crescentes de anticorpo
M4 anti-endosialina ou controlo isdétipo IgG. Compostos Fc-
TEM1 /M4 (figura 7C) ou Fc-TEM1/IgG (figura 7D) foram
adicionados a FN e 70 kDa pocos revestidos e incubou-se
durante 2 horas a temperatura ambiente. A proteina ligada a
Fc-TEM1 foi detectada pela adicdo de anticorpo secundario HRP

conjugado de cabra-anti-rato.
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A figura 8 ilustra uma alteracdo na morfologia celular numa
mistura gelatinosa de proteinas wvendida sob o nome comercial
de Matrigel (BD Biosciences) apds expressdo da endosialina.
Células de 8E4 de ambos CHO-K1 ou CHO-TEM1 foram colocadas
numa placa de 96 pocos revestida com Matrigel e incubou-se a
37°C. As células foram fotografadas durante a noite, apds a

incubacdo, para exame macroscéodpico de formacdo de tubulos.

A figura 9 mostra a ligacdo celular mediada por endosialina
ligada a fragmentos de EMP. As células CHO foram transfectadas
com um vector que expressa endosialina ou c¢DNA simulado. As
células confirmaram expressar endosialina da superficie
celular (CHO-TEM1) enquanto aquelas transfectadas com o
simulado (CHO-K1) né&do. Para a figura 9A as células de ovario
de hamster chinés (CHO) foram adicionadas a uma placa de 96
pocos pré-revestida contendo véarias proteinas de ECM. As
células foram deixadas a aderir durante 1 hora a 37°C e os
pocos foram lavados extensivamente para remover qualsquer
células fracamente ligadas. O numero de células ligadas foi

determinado utilizando 0 ensaio de viabilidade celular

luminescente CellTiter-Glo. Abreviacdes: Col - Colagénio; FN -
Fibronectina; LN - Laminina; TN - Tenascina; VN -
Vitronectina; Neg - Albumina de soro bovino. Para a figura 9B
as células de ovario de hamster chinés (CHO) foram

transfectadas com um vector que expressa endosialina ou cDNA
simulado. As células confirmaram expressar, por anadlise FACS,
endosialina da superficie celular (CHO-TEM1l), enquanto aquelas
transfectadas com o simulado (CHO-K1) né&do. As células foram
entdo testadas dquanto a capacidade de se ligarem a EMP
fibronectina sozinha ou em combinacdo com anticorpos anti-

endosialina M4 ou controlo IgG. A figura 9B mostra que o

15



anticorpo anti-endosialina M4 reduz a adesdo celular mediada
pela endosialina a FN. As células (1.5E5) foram pré-incubadas
durante 1 hora a 4°C com anticorpo M4 (100 mng/mL) ou um
anticorpo de controlo isdétipo IgG (100 pg/mL). Para a figura
9C, as <células foram testadas quanto a capacidade de se
ligarem a FN inteira ou apenas a fragmentos. Como mostrado na
figura 9A, o numero de células aderentes de CHO-TEM1 foi ©
vezes superior ao numero de células parentais de CHO-K1 em
pocos revestidos com FN. N&do foram observadas diferencas
significativas na aderéncia entre CHO-K1 e CHO-TEM1 em
superficies revestidas com laminina ou vitronectina, enquanto
a adesdo aos colagénios e tenascina foi demasiado fraca para
serem susceptiveis de avaliacdo (figura 9A). O pré-tratamento
das células CHO-TEM1l com o anticorpo M4 resultou na reducdo de
50% da adesdo celular TEM1-FN dependente, ao passo que, O
anticorpo de controlo IgG ndo teve nenhum efeito (figura 9B).
Tratamento com o anticorpo M4 ndo afectou a adesdo FN-
dependente, endosialina-independente (adesdo base) de células
CHO-K1 parentais. As células CHO-TEMl mostraram 3 a 5 vezes
maior aderéncia a fragmentos de FN, 70 kDa e 30 kDa, em
comparacdo com as células CHO-K1 parentais, enquanto nenhuma
aderéncia significativa foi observada em fragmentos de 45 kDa
ou fragmentos FN2. As células CHO-TEMl ligaram-se a Matrigel 5

vezes melhor do que as células CHO-K1 (figura 9C).

A figura 10 mostra a identificacdo de compostos inibidores de
colagénio EMP-endosialina. As células CHO foram transfectadas
com um vector que expressa endosialina ou c¢DNA simulado. As
células confirmaram expressar endosialina da superficie
celular (CHO-TEM1) enquanto aquelas transfectadas com o
simulado (CHO-K1) né&do. As células foram entdo testadas quanto

a capacidade para se ligarem a EMP colagénio do tipo I (COL I)
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sozinho ou em combinacdo com o anticorpo anti-endosialina M4
ou controlo IgG. Como mostrado, a sobre-expressao da
endosialina resulta num aumento da ligacdo da célula a COL T,
que pode ser Dbloqueada por inibidores da endosialina, tal
como, M4 em contraste com a molécula de controlo (IgG).
RbtTEM1 também suprimiu a ligagcdo de Fc-TEM1 a COL I (dados

ndo mostrados).

A figura 11 mostra a ligacdo celular mediada pela endosialina
a EMP colagénio. As células CHO foram transfectadas com um
vector qgque expressa endosialina ou c¢DNA simulado. As células
confirmaram expressar a endosialina da superficie celular
(CHO-TEM1), enquanto aquelas transfectadas com o simulado
(CHO-K1) né&o. As células foram entdo testadas quanto a
capacidade para se ligarem a EMP colagénio do tipo I. Como se
mostra, a sobre-expressdo da endosialina resulta num aumento

da ligacdo da célula a COL I.

A figura 12 mostra a mediacdo por endosialina da migracédo
celular e a sua inibicdo por anticorpos anti-endosialina M4. A
capacidade de M4 para inibir a migracdo celular de CHO-TEM1 e
CHO-K1 através de membranas revestidas com Matrigel (figura
12A) ou FN (figura 12B), foi determinada. As células foram
adicionadas a cémara superior e deixadas a migrar durante 48
horas a 37°C. A membrana foi removida e o numero de células
que migraram foi determinado utilizando 0 ensaio de
viabilidade celular luminescente CellTiter-Glo. Onde indicado,
as células foram tratadas com M4 ou controlo isdétipo IgG
durante a experiéncia. Como mostrado na figura 12A, as células
CHO-K1 exibiram migracdo celular modesta, ao passo que, as
células CHO-TEM1 apresentaram uma migracdo 10 vezes superior.

Tratamento com anticorpo M4, mas ndo com o controlo IgG,
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aboliu a migracdo das células CHO-TEMl. Resultados semelhantes
foram observados em experimentos de migracdo gque utilizem

cémaras transpoco revestidas com FN (figura 12B).

A figura 13 mostra uma melhoria das vias celulares da
endosialina. As células CHO foram transfectadas com um vector
que expressa endosialina ou c¢DNA simulado. As células
confirmaram expressar a endosialina da superficie celular
(CHO-TEM1), enquanto aquelas transfectadas com o simulado
(CHO-K1) n&do. As células foram entdo testadas gquanto a sua
capacidade para regular positivamente as vias celulares. Um
exemplo ¢ a via MMP-9, que desempenha um papel na migracédo
celular. Como mostrado, a sobre-expressdo de endosialina
resulta num aumento da actividade de MMP-9, em contraste com

as células de controlo.

A figura 14 mostra o efeito do bloqueio da endosialina na
activacdo de B integrina. Células embrionadrias de rim humano
293 (HEK293) foram transfectadas com um vector gque expressa
endosialina ou c¢DNA simulado. As células confirmaram expressar
a endosialina da superficie celular (293TEM1) , enquanto
aquelas transfectadas com o simulado (293T) n&do. As células
foram entdo testadas gquanto a sua capacidade para regular
positivamente as vias celulares. Um exemplo & a via de
integrina que desempenha um papel na migracdo celular. Como
mostrado, a sobre-expressdo de endosialina resulta num aumento
da actividade da integrina Bl (figura 14B) em contraste com as
células de controlo enquanto o efeito directo na superficie da
célula, a expressdo de 1, ndo é alterada (figura 14A). O
tratamento de células com o 1inibidor M4 de endosialina
resultou na supressdo da actividade de integrina enquanto

nenhum efeito sobre os niveis da superficie celular foram
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observados (figura 14B). Estes dados demonstram a capacidade
para utilizar inibidores de endosialina para suprimir a funcéo

da integrina nas células que expressam endosialina.

A figura 15 mostra que o anticorpo M4.1 reconhece TEM1 humano
ndo reduzido em células CHO-TEMl e pericitos primédrios humanos
mas ndo reconhece TEM]I de murina em células de rato 2HI11.
Policlonal de coelho contra TEMI1 humano (rabPAb TEMI1)
reconhece TEM]1 humano em células CHO-TEM1 e pericitos humanos,
mas também reconhece TEMl de murina em células de rato 2H11.
Nem M4.1 nem rabPAb TEM]1 reagiram contra lisados de células
CHO-K1 parentais ou células NSO e MS1 de rato devido a falta
expressdo de TEM]1 nestas células. Apenas rabPAb TEM1l reagiu
com TEM1l humano reduzido ainda que numa menor extensdo quando

comparado com TEM1 né&o reduzido.

DESCRICAO DETALHADADA DOS MODOS DE REALIZACAO ILUSTRATIVOS DA
INVENCAO

Varios termos relacionados com os métodos e outros aspectos da
presente invencdo sdo usados ao longo da especificacdo e
reivindicac¢des. Esses termos sdo para ser dados consoante o
significado natural da arte a menos gque indicado de forma
contraria. Outros termos especificamente definidos sé&do para
ser 1interpretados de uma forma consistente com a definicédo

aqui proporcionada.

E para ser entendido que esta invencdo n&do ¢é limitada a
métodos particulares, reagentes, compostos, composicdes ou
sistemas biolégicos que podem, é claro, variar. E também para

ser compreendido que a terminologia utilizada aqui ¢é para o
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propbsito de descrever apenas metodologias particulares e né&o

se destina a ser limitativa.

Tal como ¢ usado nesta especificacdo e nas reivindicacdes

W ”

um”, “uma”,

A\ ” A\ ”

anexas, as formas singulares e} e a incluem
referentes plurais a ndo ser gque o contexto indique claramente
o contrario. Assim, por exemplo, a referéncia a “uma célula”
inclui uma combinacdo de duas ou mais células, e assim por

diante.

Cada série aqui citada inclui todas as combinacdes e sub-
combinacdes de intervalos, bem como numeros especificos neles

contidos.

O termo "cerca de", tal como aqui utilizado, quando se refere
a um valor mensuréavel, tal como uma quantidade, uma duracédo
temporal e semelhantes, destina-se a englobar as variacdes de
+ 20% ou £ 10%, preferencialmente + 5%, ainda mais
preferencialmente + 1%, e ainda mais preferivel + 0,1% do
valor especificado, uma vez que tais variacdes sdo apropriadas

para executar os métodos divulgados.

"Ensaio especifico da endosialina" (ESA) refere-se a ensaios
que podem ser utilizados para identificar compostos que podem,
directa ou indirectamente, perturbar a expressdo ou actividade
bioldégica da endosialina que resulta na modificacdo directa ou
indirecta da ligacdo de células que expressam a endosialina ou
endosialina via EMPs ou mecanismos mediados pela endosialina,
bem como modificar vias celulares enddgenas, tais como mas né&o
limitadas, metaloproteases de matriz (MMP) e/ou proliferacédo

ou sobrevivéncia celular.
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"Polinucledtido" refere-se a “acido nucleico” refere-se a
qualgquer poli-ribonucledétido ou poli-desoxirribonucledtido que
possa modificar, ou ndo, o RNA ou DNA. “Polinucledtidos”
incluem, sem limitacdes, DNA de cadeia simples e dupla, RNA de
cadeia simples e dupla, moléculas hibridas compreendendo DNA e
RNA que podem ser de cadeia simples ou, mais tipicamente, de
cadeia dupla ou uma mistura de regides de cadeia simples ou
dupla. Em adicdo, “polinucledbdétido” refere-se a regides de
cadeia tripla compreendendo RNA ou DNA ou ambos RNA e DNA. O
termo polinucledtido também inclui RNA ou DNA que contem, uma
ou mais, bases modificadas e DNA ou RNA com estruturas
modificadas para a estabilidade ou para outras funcdes. Bases
“modificadas” incluem, por exemplo, bases tritiladas e bases
invulgares como a inosina. Uma variedade de modificacdes pode
ser feita com o RNA e DNA. Assim, “polinucledétido” abrange
formas de polinuclebétidos modificadas qguimica, enzimética ou
metabolicamente como encontrados na natureza, bem como as
formas quimicas de RNA e DNA caracteristicas de virus e
células. “Polinucledbétido” também abrange cadeias de &cidos
nucleicos relativamente curtos frequentemente referidos como
oligonucledtidos.

Um “vector” ¢é um replicdo, tal como o plasmideo, fago,
cosmideo ou virus no gual outro segmento de &cido nucleico
pode ser operacionalmente inserido para produzir a replicacédo

ou expressdo do segmento.

“Polipéptido”, “péptido™ e “proteina” s&do utilizados
alternadamente aqui para referir um polimero de residuos de
aminodcidos. Os termos aplicam-se a polimeros de aminoédcidos
onde um ou mais residuos de aminoacidos sdo um mimético

quimico artificial de um aminoéacido correspondente de
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ocorréncia natural bem como polimeros de aminodcidos de
ocorréncia natural e n&do natural. Os polipéptidos do invento
incluem as variantes modificadas de forma conservadora. Um
perito reconhece que substituicbdes, delecdes ou adigdes a um
dcido nucleico, péptido, polipéptido ou sequéncia de proteinas
que altera, adiciona ou elimina um Unico aminodcido ou uma
pequena percentagem de aminodcidos na sequéncia codificada é
uma “variante modificada de forma conservadora” em qgue a
alteracdo resulta na substituicdo de um aminodcido por um
aminodcido quimicamente semelhante. Tabelas de substituicéo
conservativa que fornecem aminoacidos funcionalmente
semelhantes s&o bem conhecidas na 4rea. Tais variantes
modificadas de forma conservadora sdo, em adicdo a, e, néao
excluem variantes polimbérficas, homdélogos entre egspécies e

alelos do invento.

O termo “expresso” ou “expressdo" de um acido nucleico refere-
se a biossintese de um produto genético. O termo engloba a
transcricdo de um gene em RNA. Por exemplo, mas nado como
limitacdo, um gene regulador, tal como um RNA antisenso ou de
RNAiI ou shRNA. O termo também engloba a traducdo de RNA em um
ou mais polipéptidos e engloba todas as modificacdes pds-

transcricdo e pds-traducdo gue ocorrem naturalmente.

Uma célula foi “transformada” ou “transfectada” por &cidos
nucleicos enddgenos ou heterdlogos, tal como o DNA, quando tal
DNA foi introduzido dentro da célula. O DNA pode, ou nédo, ser
integrado (ligado <covalentemente) no genoma da célula. Em
procariotas, leveduras e células de mamiferos, por exemplo, o
DNA transformado pode ser mantido num elemento episomal, tal
como o plasmideo. No que diz respeito as células eucaridticas,

uma célula transformada de forma estéavel, ou "células estavel"
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¢ aquela na qual o DNA transformante se tornou integrado num
cromossoma de modo que seja herdado pelas células filhas
contendo o DNA transformante. Um "clone" ¢é uma populacdo de
células derivadas de uma Unica célula ou ancestral comum por
mitose. Uma "linha de células" ¢é um clone de uma célula
primdria que ¢é capaz de ter crescimento estével in vitro

durante muitas geracbes.

Tal como aqui utilizado, "composto teste" refere-se a qualquer
molécula purificada, substancialmente purificada, moléculas
que sdo componentes de uma mistura de compostos, ou uma
mistura de compostos com qualquer outra matéria que pode ser
utilizado de acordo com o presente invento. 0s “compostos
teste” podem ser produtos quimicos orgédnicos ou inorgénicos,
ou biomoléculas, e todos os fragmentos, anédlogos, homdélogos,
conjugados e  ©0S seus derivados. "Biomoléculas" incluem
proteinas, polipéptidos, dcidos nucleicos, lipidos,
monossacarideos, polissacarideos, e todos oS fragmentos,
andlogos, homdélogos, conjugados e os seus derivados. Os
compostos teste podem ser de origem natural ou sintética e
podem ser isolados ou purificados a partir das suas fontes
naturais, ou podem ser sintetizados de novo. 0s compostos
testes podem ser definidos em termos de estrutura ou
composicdo, ou podem ser indefinidos. O composto pode ser um
produto isolado de estrutura desconhecida, uma mistura de
vdrios produtos conhecidos, ou uma composicdo indefinida
incluindo um ou mais compostos. Exemplos de composicdes
indefinidas incluem extractos de células e tecido, meio de
crescimento em que as células procaridticas, eucaridticas e
células de arqueobactérias foram cultivadas, caldos de
fermentacdo, bibliotecas de expressdo de proteinas, e assim

por diante.
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"Knockdown" refere-se a uma célula ou organismo com expressdo
reduzida de um ou mais genes. Como serd apreciado pelos
peritos da técnica, um knockdown exibe pelo menos cerca de 50%
de reducdo na expressdo, de preferéncia, apresentam pelo menos
cerca de uma reducéo de 67% na expressdo, e mais
preferencialmente apresentardo pelo menos cerca de 75% de
reducdo na expressdo, apesar de reducdes mais elevadas serem
possiveis, incluindo, pelo menos, cerca de 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 903, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98%, 99%, ou mais reducdo na expresséo.

"Inibir" ou "inibicdo"™ ou "interferir" significa reduzir,
diminuir, Dblogquear, prevenir, retardar, suprimir, inactivar,
parar, ou diminuir a actividade bioldgica ou a expressdo de um
gene, o produto do gene (e.g., polipéptido), ou via de

interesse.

A inibicdo da expressdo ou a actividade bioldégica de uma
proteina ou via de interesse, por exemplo, via endosialina ou
migracdo celular, refere-se a uma diminuicdo (inibicdo ou
diminuicdo) maior do que cerca de 50% até cerca de 99%, mais
especificamente, cerca 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%,
58%, 59%, 60%, o6ls, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%,
70%, 71%, 72%, 713%, 74%, 5%, 7To%, 77%, 718%, 79%, 80%, 81%,
82%, 83 %, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou mais. A inibicdo pode ser
directa, 1i.e., operar na molécula ou via interesse, ou
indirecta, isto ¢é, operar numa molécula ou via que afecta a

molécula ou via de interesse.

24



"Recombinante" quando utilizado com referéncia, e.g., a uma
célula ou &cido nucleico, proteina ou vector, indica gque a
célula, é&cido nucleico, proteina ou vector, foi modificado
pela introducdo de um &cido nucleico heterbdélogo ou proteina ou
alteracdo de um &cido nucleico nativo ou proteina ou gque a
célula ¢é derivada de uma célula assim modificada. Assim, por
exemplo, células recombinantes expressam genes que nado Sao
encontrados na forma nativa (ndo recombinante) da célula ou
expressam genes nativos que, pelo contrdrio, sdo anormalmente

exXpressos, pPouco expressos ou ndo expressos de todos.

Os termos “quantidade eficaz” e “quantidade terapéutica
eficaz” s&o aqui usados de forma indiferente e referem-se a
uma quantidade de um anticorpo, fragmento de ligacdo ao
antigénio, ou composicdo conforme aqui descrito, eficaz para
se conseguir um resultado bioldgico particular, tal como, mas
ndo limitado, aos resultados bioldgicos divulgados, descritos,
ou exemplificados aqui. Tais resultados podem incluir, mas né&o
estdo limitados, ao tratamento de doencas associadas com a
angiogénese ou neovascularizacédo, conforme determinado por

qualguer meio apropriado na area.

Tal como aqui utilizado, “medida” ou “determinada” refere-se a

quaisquer determinacdes qualitativas e gquantitativas.

“Ligando da endosialina” refere-se a qualquer produto quimico,
biomolécula, complexo, derivado, anadlogo ou homdélogo que pode
ligar-se a, interagir com, estimular e/ou alterar a expressado

de endosialina.

Salvo indicacédo contraria, os termos “sujeito” ou “paciente”

sédo utilizados de forma intercambigvel e referem-se a
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mamiferos, tais como, ©pacientes humanos e primatas né&o
humanos, assim como animais experimentais, como coelhos, céaes,
gatos, ratos e outros animais. Consequentemente, um “sujeito“
ou “paciente” como agqui usado significa qualquer paciente
mamifero ou objecto para o qual as composicdes da invencéo

podem ser administradas.

“Angiogénese” refere-se a formacdo de novos vasos sanguineos.

“Neovascularizacédo” refere-se a uma proliferacdo patoldgica de
novos vasos sanguineos em tecido (s) ou brgédo (s) que
normalmente n&o contém vasos sanguineos, ou, a uma
proliferacdo patoldgica dos vasos sanguineos de um tipo
diferente ou quantidade gque o normal para um tecido ou oérgédo

especifico.

“Epitopo” refere-se a um determinante imunoldégico de um
antigénio que serve como um local de ligacdo ao anticorpo. Tal
como aqui utilizado, o termo “epitopo conformacional” refere-
se a um epitopo descontinuo formado por uma relacdo espacial
entre o0s aminodcidos de um antigénio que ndo sejam de uma

série ininterrupta de aminoécidos.

“Isolado” significa alterado “pela m&o do homem” do estado
natural. Se uma molécula ou composicdo ocorre na natureza foi
“isolada” se foi alterada ou removida do seu ambiente
original, ou ambos. Por exemplo, um polinucledétido ou um
polipéptido presente naturalmente numa planta viva ou animal
ndo estd "isolado" mas, o mesmo polinucledtido ou polipéptido
separado dos materiais coexistentes do seu estado natural é

"isolado", tal como o termo é aqui empregue.
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"Substancialmente as mesmas" em relacdo as sequéncias de
dcidos nucleicos ou de aminoadcidos significa que pelo menos
cerca de ©65% de identidade entre duas ou mais sequéncias. De
preferéncia, o termo refere-se a pelo menos cerca de 70% de
identidade entre duas ou mais sequéncias, mais preferivelmente
pelo menos cerca de 75% de identidade, mais preferivelmente
ainda pelo menos cerca de 80% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 85% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 90% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 91% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 92% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 93% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 94% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 95% de identidade, mais de
preferéncia pelo menos cerca de 96% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 97% de identidade, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 98% de identidade e mais
preferencialmente pelo menos cerca de 99% de identidade ou

maior identidade.

Foi descoberto de acordo com a presente invencdo qgue a
endosialina interage especificamente com proteinas da matriz
extracelular, a fibronectina ou o colagénio. Também foi
descoberto que esta interaccdo promove a migracdo de células e
ainda promove e facilita a angiogénese. Para além destas
observacdes foi descoberto que a ruptura da interaccdo entre a
endosialina e proteinas da matriz extracelular pode suprimir a
migracdo de células e pode suprimir a angiogénese. Por
conseguinte, o invento apresenta anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio dos mesmos para inibir a interaccdo de

endosialina com ligandos da endosialina.
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Num aspecto, a invencdo caracteriza anticorpos ou fragmentos
de ligacdo ao antigénio dos mesmos para inibir a interaccédo de
endosialina expressa por uma célula que expressa endosialina

com um ligando da endosialina.

A expressdo da endosialina pela célula pode também ser
inibida. A inibicdo da expressdo de endosialina pode ocorrer
ao nivel do gene ou ao nivel da proteina. Por exemplo, a
inibicdo da expressdo de endosialina pode compreender como
alvo o DNA que codifica a endosialina, ou, visando o mRNA

transcrito do gene da endosialina.

Os métodos de regulacdo dos genes sdo conhecidos e facilmente
postos em pratica. Por exemplo, nas células especificamente
concebidas para expressar um transgene que codifique a
endosialina (e.g., SEQ ID NO: 1, 3 ou 5). O transgene pode ser
colocado sob o controlo de um promotor induzivel. Os
promotores induziveis adequados para utilizacdo neste método

serdo conhecidos pelos peritos na &area.

Os genes que codificam a endosialina podem ser inibidos
através do wuso de uma variedade de outras técnicas de
silenciamento pbds-transcricional (silenciamento de RNA) .
Silenciamento de RNA envolve o processamento de RNA de cadeia
dupla (dsRNA) em 21-28 pequenos fragmentos de nucledétidos por
uma enzima RNase H ("Dicer" ou "tipo Dicer"). Os produtos de
clivagem, que s&do, arc SiRNA (pequeno RNA de interferéncia) ou
miRNA (micro-RNA) s&o incorporados em complexos de proteinas
efetoras que regulam a expressdo de genes de uma forma

especifica de sequéncia.
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RNA de interferéncia (RNAi) é um mecanismo de silenciamento
genético pods-transcricional mediada por RNA de cadeia dupla
(dsRNA), que ¢é distinto de abordagens antisenso e abordagens
baseadas em ribozimas (ver Jain, Pharmacogenomics (2004)
5:239-42, para um revisédo de RNA1 e S1RNA) . RNA de
interferéncia é Util como método para a inibicdo da expresséio
de endosialina numa célula ou num animal, tal como num humano,
transformando a célula ou por administracdo ao animal de um
dcido nucleico (e.g., dsRNA) que sofre hibridacdo sob
condicdes rigorosas para um gene que codifica endosialina e
atenua a expressdo do gene alvo. RNA de interferéncia fornece
ShRNA ou siRNA que compreendem multiplas sequéncias que tém
como alvo uma ou mais regides do gene endosialina. Acredita-se
que as moléculas (shRNA ou siRNA) de RNA de cadeia dupla
(dsRNA) possam dirigir a degradacéo de uma sequéncia
especifica de mRNA em variados tipos de células depois de
serem processadas por uma enzima tipo RNase III chamada Dicer
(Bernstein E et al. (2001) Nature 409:363-3660) em moléculas de
dsRNA menores constituidas por duas cadeias de 21 nt, cada um
dos quais contendo um grupo fosfato a 5’ e um grupo hidroxilo
a 3', e inclui uma regido de 19 nt precisamente complementar
com a outra cadeia, de modo que hé& uma regido duplex de 19 nt
flanqueada por 2nt - 3' salientes. RNAI é assim mediado por
pequenos RNAs de interferéncia (siRNA) que tipicamente
compreendem uma regido de cadeia dupla de cerca de 19
nuclebdétidos de comprimento com 1-2 nucledbdétidos 3' salientes em
cada cadeia, resultando num comprimento total de cerca de 21 e
23 nucledtidos. Em células de mamiferos dsRNA mais longos do
que cerca de 30 nucledtidos tipicamente induzem a degradacéo
ndo especifica de mRNA via resposta de interferon. Contudo, a

presenca de siRNA em células de mamiferos, em vez de induzir a
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resposta do interferon, resulta no silenciamento de genes de

sequéncia especifica.

Os vectores virais ou vectores de DNA codificam pequenos RNA
em forma de gancho (shRNA) que sdo processados no citoplasma
da célula para RNA de interferéncia curto (siRNA). Em geral um
RNA de interferéncia curto (siRNA) compreende um duplex de RNA
que é de preferéncia cerca de 19 pares de bases de comprimento
e, opcionalmente, compreende ainda uma ou duas cadeias simples
salientes ou loops. Um siRNA pode compreender duas cadeias de
RNA hibridas em conjunto, ou pode, alternativamente,
compreender uma Unica cadeia de RNA que inclui uma porcdo de
auto-hibridizacéio. siRNAs podem incluir uma ou mais
extremidades de cadeia livre que podem incluir fosfatos e/ou
grupos hidroxilo. siRNAs tipicamente incluem uma porcdo gue
hibridiza sob condig¢des rigorosas com um transcrito alvo. Uma
cadeia de siRNA (ou a porcdo de auto-hibridizacdo do siRNA) é
precisamente complementar com uma regido do transcrito alvo o
que significa que o siRNA hibridiza para o transcrito alvo sem
uma Unica incompatibilidade. Quando a complementaridade
perfeita ndo é conseguida é geralmente preferido que quaisquer
incompatibilidades estejam localizadas no/ou perto do siRNA

termini.

S1RNAs mostraram diminuir a expresséao genética quando
transferidos para células de mamifero através de métodos como
a transfeccaéo, electroporacéo, transfeccéao mediada por
lipossomas catidénicos, micro-injecc¢do, ou, gquando expressos em
células por meio de qualquer uma das varias abordagens
baseadas em plasmideos. RNA de interferéncia que usa SIiIRNA é
revisto em, e.g., Tuschl (2002) Nat. Biotechnol., 20:446-8; Yu
J-Y et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 99:6047-52; Sui
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G et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 99:5515-20;
Paddinson et al. (2002) Genes and Dev., 16:948-58; Brummelkamp
et al. (2002) Science, 296:550-3, 2002; Miyagashi et al.
(2002) Nat. Biotechnol., 20:497-500; e, Paul et al. (2002)
Nat. Biotechnol., 20:505-8. Tal como descrito nestas e noutras
referéncias, o sSiRNA pode ser constituido por duas cadeias de
dcidos nucleicos individuais ou de um Unica cadeia com uma
regido auto-complementar capaz de formar uma estrutura em
forma de gancho (haste-loop). Um certo numero de variacgdes na
estrutura, comprimento, numero de incompatibilidades, tamanho
do loop, identidade de nucledétidos nas saliéncias, etc., ¢é
consistente com o eficaz silenciamento de genes desencadeado
por sSiRNA. Embora ndo desejando ser limitado por qualquer
teoria, pensa-se que o processamento intracelular (e.g., por
Dicer) de uma variedade de diferentes precursores resulta na
producdo de siRNA capaz de mediar eficazmente o silenciamento
do gene. Geralmente ¢é preferivel marcar os exdes em vez dos
intrdes, e também pode ser preferivel seleccionar sequéncias
complementares para as regides dentro da porcdo 3 do
transcrito alvo. Geralmente prefere-se seleccionar sequéncias
que contém um racio aproximadamente equimolar de diferentes
nucleétidos e para evitar estiramentos no qual um Unico

residuo é repetido varias vezes.

SiRNAs podem assim compreender moléculas de RNA possuindo uma
regido de <cadeia dupla de <cerca de 19 nucledbtidos de
comprimento com 1-2 nucledétidos 3' salientes em cada cadeia,
resultando num comprimento total cerca de 21 e 23 nucledtidos.
Tal como agqui utilizado, siRNAs também incluem varias
estruturas de RNA gue podem ser processadas Iin vivo para gerar
tais moléculas. Tais estruturas incluem cadeias de RNA

contendo dois elementos complementares que hibridizam um com o
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outro para formar uma haste, um loop, e, opcionalmente, uma
saliéncia, de preferéncia, uma saliéncia em 37, De
preferéncia, a haste tem cerca de 19 pb de comprimento, o loop
é de cerca de 1-20 nt, mais preferivelmente cerca de 4-10 nt e
ainda mais preferivelmente cerca de 6-8 nt de comprimento e/ou
a saliéncia é de cerca de 1-20 nt e mais preferivelmente cerca
de 2 -15 nt de comprimento. A haste pode ter minimamente 19
nuclebdétidos de comprimento e pode ter até cerca de 29
nucledbétidos. Loops de 4 nucledtidos ou maiores Sdo menos
susceptiveis a restrigbes de natureza espacial que os loops
mais curtos e, portanto, podem ser preferidos. A saliéncia
pode incluir um fosfato 5' e um 3' hidroxilo. A saliéncia
pode, mas ndo precisa de, compreender uma pluralidade de
residuos U, e.g., entre 1 e 5 residuos U. Cléssicos siRNAs,
como descrito acima, desencadeiam a degradacdo de mRNAs para
0s quais estdo orientados, reduzindo assim a taxa de sintese
de proteina. Para além dos siRNAs que actuam através da via
clédssica certos siRNAs que se ligam a UTR 3' de um transcrito
molde podem inibir a expressdo de uma proteina codificada pelo
transcrito molde através de um mecanismo relacionado com, mas
distinto, do RNA de interferéncia cléssico, e.g., reduzindo a
traducdo do transcrito em vez de diminuir a sua estabilidade.
Tais RNAs sdo referidos como microRNAs (miRNAs) e tem,
tipicamente, entre 20 e 26 nuclebtidos de comprimento, como
por exemplo, 22. Acredita-se que eles sdo derivados a partir
de precursores maiores conhecidos como pequenos RNAs temporais
(stRNAs) ou precursores de mRNA, o0s quais tem, tipicamente,
cerca de 70 nt de comprimento, com um loop de 4-15 nt
aproximadamente (Grishok et al. (2001) Cell, 106:23-4;
Hutvagner et al. (2001) Science, 293:834-8; Ketting et al.
(2001) Genes Dev., 15:2654-9). RNAs endbgenos deste tipo tém

sido identificados numa série de organismos, incluindo
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mamiferos, sugerindo que este mecanismo de silenciamento
genético pods-transcricional pode ser generalizado (Lagos-
Quintana et al. (2001) Science, 294:853-8, 2001; Pasquinelli
(2002) Trends Gen., 18:171-3). MicroRNAs mostraram bloquear a
traducdo de transcritos alvo contendo sitios alvo em células

de mamiferos (Zeng et al. (2002) Mol. Cell, 9:1327-33).

SiRNAs como 0s mRNAs que ocorrem natural ou artificialmente
(i.e., concebidos por seres humanos) que se ligam a dentro de
UTR 3' (ou em outras posicdes do transcrito alvo) e inibem a
traducdo podem tolerar um maior numero de incompatibilidades
no duaplex siRNA/molde, e em ©particular ©podem tolerar
desemparelhamentos dentro da regido central do daplex. De
facto hé& evidéncias de que algumas inadequacdes podem ser
desejaveis ou necessarias como StRNAs que ocorrem naturalmente
apresentam com frequéncia tais desemparelhamentos como mRNAs
que mostraram inibir a traducdo in vitro. Por exemplo, apds
sofrer hibridizacdo com o transcrito alvo tais siRNAs
frequentemente incluem dois trechos de complementaridade
perfeita separadas por uma regido de desemparelhamento. E
possivel uma variedade de estruturas. Por exemplo, o mRNA pode
incluir véarias zonas de ndo-identidade (incompatibilidade). As
zonas de nédo-identidade (incompatibilidade) ndo precisam de
ser simétricas no sentido em que, tanto o alvo como o mRNA
incluem nucledétidos ndo emparelhados. Tipicamente os trechos
de complementaridade perfeita tem pelo menos 5 nucledtidos de
comprimento, por exemplo 6, 7 ou mais nucledétidos engquanto as
regides de incompatibilidade podem ter, por exemplo de 1, 2,

3, ou 4 nucleétidos de comprimento.

Estruturas em forma de gancho concebidas para imitar os siRNAs

e precursores de mRNA sdo processadas no meio intracelular em
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moléculas capazes de reduzir ou inibir a expressdo de
transcrito alvo (McManus et al. (2002) RNA 8:842-50). Estas
estruturas em forma de gancho gque sdo baseadas em siRNAs
cléssicos constituidas por duas cadeias de RNA que formam uma
estrutura dupla de 19 pb classificadas como estruturas em
forma de gancho de classe I ou classe II. Estruturas em forma
de gancho de classe I incorporam um Jloop na extremidade 5' ou
3'" da cadeia antisenso de siRNA (i.e., a cadeia complementar
ao transcrito alvo cuja inibicdo é desejada) mas s&o de outra
forma idénticos aos siRNAs classicos. Estruturas em forma de
gancho de classe II1 assemelham-se a precursores de mRNA em que
eles incluem uma regido dupla de 19 nt e um loop em ambas as
extremidade 3' e 5' da cadeia antisenso da dupla além de uma
ou mais diferencas de nucledétidos na haste. Estas moléculas
sdo processadas no meio intracelular em estruturas duplas de
pequenos RNA capazes de mediar o silenciamento. Eles parecem
exercer os seus efeitos através da degradacdo do mRNA alvo em
vez de ser através da repressdo da traducgdo, como se pensa ser

0 caso, para o mRNA e siRNAs que ocorrem naturalmente.

Assim, ¢é evidente que um conjunto diversificado de moléculas
de RNA que contém estruturas duplex ¢é capaz de mediar o
silenciamento através de varios mecanismos. Qualguer tal RNA,
uma porcdo dos quais se liga a um transcrito alvo e reduz a
sua expressdo, quer por desencadear a degradacdo, por inibicédo
da traducdo, ou por outros meios, & considerado ser um SiRNA,
e qualquer estrutura que gera um tal siRNA (i.e., serve cComo

um precursor para o RNA) é Util nos métodos descritos acima.

Um outro método de RNA de interferéncia é o uso de RNAs em

forma de gancho (shRNA). Um plasmideo contendo uma sequéncia

de DNA que codifica para uma sequéncia de siRNA desejada ¢é
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entregue a uma célula alvo através da transfeccdo ou infeccéo
viral. Uma vez na célula, a sequéncia de DNA é continuamente
transcrita em moléculas de RNA que formam Ioops sobre si
mesmos e acabam por formar estruturas em formar de gancho
através do emparelhamento intramolecular de Dbases. Estas
estruturas em gancho uma vez processadas ela célula séo
equivalentes a moléculas de siRNA transfectadas e s&o usadas
pela célula para mediar RNAiI da proteina desejada. 0O uso de
ShRNA tem uma vantagem sob a transfeccdo de siRNA pois pode
levar a uma inibicdo estédvel e de longa duracdo da expressdo
da proteina. A inibicdo da expressdo da proteina por siRNAs
transfectados ¢ um fendmeno transitdério que ndo ocorre em
periodos de tempo mais longos do que alguns dias. Em alguns
casos 1isto pode ser preferivel e desejado. Nos casos em gue
sdo necessarios periodos mais longos de inibicdo da proteina a
inibicdo mediada por shRNA é preferivel. O uso de SsShRNA é
particularmente preferido. Tipicamente os vectores de
codificacéo de siRNA  sé&o construcgdes compreendendo um
promotor, uma sequéncia do gene alvo a ser silenciada na
orientacdo do ‘“sentido”, um espacador, 0 antisenso da

sequéncia do gene alvo e um terminador.

A inibicdo da expressdo de endosialina também pode ser
efectuada por outros meios conhecidos e facilmente postos em
prdtica na técnica. Por exemplo, os acidos nucleicos antisenso
podem ser wutilizados. Transcritos de RNA antisenso tém uma
sequéncia de bases complementar a uma parte ou a totalidade de
qualquer outra molécula de RNA transcrita na mesma célula.
Esses transcritos mostraram conseguir modular a expressdo de
genes através de uma variedade de mecanismos, incluindo a
modulacdo de splicing de RNA, a modulacédo do transporte de RNA
e da modulacdo da traducdo de mRNA (Denhardt (1992) Ann. NY
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Acad. Sci., 6060:70-06, 1992; Nellen et al. (1993) Trends
Biochem. Sci., 18:419-23; e, Baker et al. (1999) Biochim.
Biophys, Acta., 1489: 3-18). Por conseguinte, a inibicdo de
endosialina numa célula pode ser conseguida e realizada por
expressdo de uma molécula de &cido nucleico antisenso nas

células.

Acidos nucleicos antisenso sdo geralmente &cidos nucleicos de
cadeia simples (DNA, RNA, DNA modificado ou RNA modificado)
complementares a uma porcdo de um &cido nucleico alvo (por
exemplo, um transcrito de mRNA) e, por conseguinte, capazes de
se ligarem ao alvo para formar um duplex. Tipicamente, eles
sdo oligonucledétidos que variam de 15 a 35 nucledtidos de
comprimento mas podem variar desde 10 até aproximadamente 50
nuclebétidos de comprimento. A ligacdo tipicamente reduz ou
inibe a funcdo do &cido nucleico alvo, tal como um gene gue
codifica a endosialina. Por exemplo, oligonucledtidos
antisenso podem bloquear a transcricdo quando ligada a DNA
gendémico, inibir a traducdo qguando ligado ao mRNA, e/ou
provocar a degradacdo do 4acido nucleico. A inibicdo da
expressdo de endosialina pode ser alcancada pela administracéo
de 4cidos nucleicos antisenso ou de 4acidos nucleicos de
péptidos que compreendem as sequéncias complementares, aquelas
do mRNA que codificam a proteina endosialina. A tecnologia
antisenso e as suas aplicacdes sdo bem conhecidas na é&area e
sdo descritas em Phillips (ed.) Antisense Technology, Methods
Enzymol., 2000, Volumes 313 e 314, Academic Press, San Diego,
e referéncias ai citadas. Ver também Crooke (ed.) “Antisense
Drug Technology: Principles, Strategies and Applications” (1°

Edic&do) Marcel Dekker e referéncias ali citadas.
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Oligonucledétidos antisenso podem ser sintetizados com uma
sequéncia de bases que é complementar a uma porcdo de qualquer
molécula de RNA transcrita na célula. Oligonucledbtidos
antisenso s&do capazes de modular a expressdo de genes através
de uma variedade de mecanismos incluindo a modulacdo de
splicing de RNA, a modulacdo do transporte de RNA e da
modulacdo da traducdo do mRNA. Varias ©propriedades dos
oligonucledtidos antisenso incluindo, estabilidade,
toxicidade, distribuicéo no tecido, absorcéo celular e
afinidade da ligacéo podem ser alteradas através de
modificacdes quimicas como: (i) substituicdo do esqueleto de
fosfodiéster (e.qg., dcidos nucleicos de péptidos,
oligonucledétidos tioatos de fésforo e oligonucledtidos de
fosfoamidatos), (ii) modificacdo da base de actcar (e.g., 2'-
O-propilribose e 2'-metoxietoxiribose) e (iii) a modificacéo
de nucleosideo (e.g., C-5 propinilo U, C-5 tiazole U e
fenoxazina C). (Wagner (1995) Nat. Medicine, 1:1116-8; Varga
et al. (1999) Immun. Lett., 69:217-24; Neilsen (1999) Curr.
Opin. Biotech., 10:71-5; e Woolf (1990) Nucleic Acids Res.,
18:1763-9) .

A inibicdo da expressdo do gene endosialina também pode ser
efectuada por wutilizacdo de ribozimas. Certas moléculas de
dacidos nucleicos referidas como ribozimas ou desoxiribozimas
demonstraram catalisar a clivagem especifica da sequéncia de
moléculas de RNA. O sitio de «clivagem ¢é determinado por
emparelhamento complementar de nucledétidos no RNA ou enzima do
DNA com nucledétidos no RNA alvo. Assim, as enzimas de RNA e
DNA podem ser concebidas para clivar qualquer molécula de RNA,
aumentando, assim, a sua taxa de degradacdo (Cotten et al.
(1989) EMBO J. 8:861-6; e, Usman et al. (1996) Curr. Opin.

Struct. Biol., 1:527-33). Ribozimas “cabeca de martelo” também
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sdo usadas rotineiramente na regulacdo genética (Lyngstadaas

(2001) Crit. Rev. Oral Biol. Med., 12:469-78).

As células visadas ©pelos métodos anteriores podem ser
especificamente transformadas com acidos nucleicos que
silenciam a transcricédo, tais como ShRNA ou siRNA, ou podem
ser transformadas com vectores que codificam tais é4cidos
nucleicos de tal modo que a célula expresse as moléculas
inibitdérias de &cidos nucleicos. A transformacdo das células
pode ser realizada de acordo com quaisquer meios adequados na

drea, incluindo aqueles aqui descritos e exemplificados.

Oligonucledtidos decoy também sdo adequados para a regulacéo
da expressdo de genes que codificam endosialina. Ensaios
clinicos recentes tém testado a capacidade dos
oligonucledtidos decoy para sequestrar proteinas patogénicas.
Oligonucledtidos decoy contém geralmente um elemento
potenciador que pode penetrar nas células e, uma vez dentro
destas, os oligonucledétidos decoy ligam-se a proteinas que se
ligam a sequéncias especificas de DNA e interferem com a
transcricdo (Fichou et al. (2006) Trends Biotechnol., 24:563-
70; Nakamura et al. (2002) In Vivo, 16:45-8, Tomita et al.
(1997) Exp. Nephrol., 5:429-34).

A regulacdo genética da expressdo de endosialina também pode
ser efectuada por knockdown do gene que codifica a
endosialina. Como serd observado por peritos na &area, a
sequéncia do gene da endosialina (a partir de qgualquer
organismo de interesse), por exemplo, SEQ ID NO: 1, 3 ou 5,
pode ser usada para gerar moléculas de &cidos nucleicos e
vectores para knockdown da expressdo do gene da endosialina.

Considerada em termos das suas sequéncias, as moléculas de
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acido nucleico que codificam sequéncias reguladoras,
particularmente inibidoras, derivadas a partir de SEQ ID NO:
1, 3 ou 5, e incluem variantes alélicas, homdélogas e mutantes
naturais de SEQ ID NO: 1, 3 e 5. Devido a tals variantes e
homélogos espera-se que possuam certas diferencas na sequéncia
de nucledtidos, polinucledtidos isolados gque possuem pelo
menos cerca de ©60%, de preferéncia pelo menos cerca de 61%,
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% ou 70%, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, T77%, 718%, 79% ou 80 %, e ainda mais preferencialmente
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, e ainda mais
preferencialmente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, e mais
preferencialmente 96%, 97%, 98% e 99% ou mais de identidade
com qualquer &acido nucleico knockdown derivado de SEQ ID NO:
1, 3 ou 5. Por causa da variacdo natural da sequéncia que
provavelmente existe entre os genes que codificam estas
sequéncias reguladoras em diferentes organismos, um perito na
drea esperaria encontrar este nivel de variacdo, conseguindo
manter ainda as ©propriedades 1Gnicas dos polinucledtidos
knockdown. Deste modo estas variantes e hombélogos séo

consideradas substancialmente iguais um ao outro.

As moléculas de &cido nucleico de knockdown podem ser
preparadas por dois métodos gerais: (1) elas podem ser
sintetizadas a partir de trifosfatos de nucledtidos
apropriados ou (2) podem ser isolados a partir de fontes
bioldégicas. Ambos 0s métodos utilizam protocolos bem

conhecidos na &area.

A disponibilidade da informacdo da sequéncia de nucledtidos

tal como toda a sequéncia de &acidos nucleicos de endosialina,

por exemplo, SEQ ID NO: 1, 3 e 5 permitem a preparacdo de uma
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molécula de acido nucleico isolado por sintese de
oligonucledtidos. Os oligonucledtidos sintéticos podem ser
preparados pelo método fosforoamidite empregue num
sintetizador de DNA  38° de Dbiossistemas aplicados ou
dispositivos semelhantes. A construcdo resultante pode ser
purificada de acordo com métodos conhecidos na &rea como a
cromatografia ligquida de alta pressdo (HPLC). Uma molécula de
DNA sintético construido pode ser entdo clonado e amplificado

com um vector apropriado.

Os &cidos nucleicos de knockdown podem ser mantidos como DNA
em qualquer vector de clonagem conveniente. 0Os clones podem
ser mantidos no plasmideo de clonagem/vector de expressido e
cada um dos guais pode ser propagado numa célula hospedeira

procaridética ou eucaridtica adequada.

Moléculas de A&Acidos nucleicos knockdown incluem c¢DNA, DNA
gendmico, RNA e fragmentos destes que podem ser de cadeia
simples, dupla ou até mesmo tripla. Assim, oligonucledtidos
(cadeias de DNA ou RNA senso ou antisenso) gue possuem
sequéncias capazes de sofrer hibridizacdo com, pelo menos, uma
sequéncia de uma molécula de &cido nucleico como discutido
acima pode ser usada, em particular, nas SEQ ID NO: 1, 3 ou 5.
Tais oligonucledtidos sdo Uteis como sondas para a deteccdo de
genes que codificam a endosialina ou para a regulacdo positiva
ou negativa da expressido de genes que codificam a endosialina
antes ou na traducdo do mRNA na proteina. Métodos nos quais os
oligonucledtidos ou os polinucledtidos podem ser utilizados
como sondas para tais ensaios incluem, mas ndo estdo limitados
a: (1) a hibridizacdo in situ, (2) hibridizacdo de Southern

(3) hibridizacdo de Northern; e, (4) reaccdes de amplificacéo
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variadas, tais como, reaccdes em cadeia de polimerase (PCR) e

de reaccdo em cadeia da ligase (LCR).

Vectores e kits para a producdo de células hospedeiras
transgénicas que compreendem um polinuclebdétido que codifica
uma sequéncia reguladora para a inibicdo da expressdo da
endosialina, ou homdélogo, andlogo ou variante, numa orientacéo
senso ou antisenso, ou de uma construcdo sob controlo da
célula ou promotores especificos de tecido e/ou outras
sequéncias reguladoras podem ser usadas. Estes vectores séo
adequados para a modulacdo e, de preferéncia, inibindo a

expressdo da endosialina.

As células hospedeiras adequadas incluem, mas nédo estédo
limitadas a, células de plantas, células de bactérias, células
de levedura e de outras células de fungos, células de insectos
e células de mamiferos que expressam endosialina. As células
podem ser neoplasicamente transformadas. As células com mais

preferidas sdo as células humanas.

Os vectores para a transformacdo de uma grande variedade
destas células hospedeiras sdo bem conhecidos dos peritos na

drea. Eles incluem, mas ndo estdo limitados a, plasmideos,

fagemideos, cosmideos, baculovirus, bacmids, cromossomas
artificiais Dbacterianos (BACs), cromossomas artificiais de
levedura (YACs), bem como de outros vectores de Dbactérias,

leveduras e virais.

A regido de codificacdo de uma sequéncia reguladora pode ser
colocado sob um promotor constitutivo potente, tal como os
promotores para o0S seguintes genes: hipoxantina fosforribosil-

transferase (HPRT), adenosina deaminase, piruvato qguinase.
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beta-actina, miosina humana, hemoglobina humana, creatina do
misculo humano e outros. Além disso, muitos promotores virais
funcionam constitutivamente em células eucaridticas e a sua
utilizacdo ¢ adequada na presente invencdo. Estes promotores
virais incluem, sem limitacdo, citomegalovirus (CMV) promotor
precoce imediato, os promotores precoces e tardios de SV40, o
promotor do virus do tumor mamadrio de rato (MMTV), as
repetigdes terminais longas (LTRs) do virus da leucemia de
Moloney, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus de
Epstein Barr (EBV), virus do sarcoma de Rous (RSV) entre
outros retrovirus, e ainda o promotor da timidina gquinase do
virus herpes simplex. Outros promotores que s&do conhecidos
pelos peritos na &area. A regido de codificacdo da sequéncia
reguladora pode ser colocada sob um promotor induzivel, tal
como © promotor de metalotioneina, promotor induzivel de
tetraciclina, promotor induzivel de doxiciclina, promotores
que contém um ou mais elementos de resposta estimulada por
interferon (ISRE), tais como a proteina guinase R 2', 5' -
oligoadenilato sintetase, genes Mx, ADAR1 e semelhantes.
Outros promotores induziveis adequados serdo conhecidos dos

peritos na area.

Vectores de knockdown podem ser utilizados para transformar
varias células que expressam endosialina com sequéncias
reguladoras de acidos nucleicos. Intmeras técnicas séo
conhecidas na &rea para a introducdo de genes estranhos em
células e podem ser utilizadas ©para construir células
recombinantes para fins de realizacdo dos métodos acima
descritos. A técnica utilizada devera proporcionar uma
transferéncia estdvel da sequéncia do gene heterdlogo para a
célula hospedeira de tal modo que a sequéncia do gene

heterdlogo ¢é hereditédria e expressa pela descendéncia da
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célula de modo que o desenvolvimento necessario e funcdes
fisioldgicas das células recipientes ndo sdo interrompidos.
Técnicas que podem ser utilizadas incluem, mas nédo estéo
limitadas a, transferéncia de cromossoma (e.g., fusdo celular,
transferéncia de genes mediada por cromossomas, micro
transferéncia de genes mediada por células), métodos fisicos
(e.g., transfeccdo, fusdo de esferoplastos, microinjeccéo,
electroporacédo, transportadores de lipossomas), transferéncia
de vectores virais (e.g., virus de DNA recombinante, virus de
RNA recombinante) e similares (descritos em Cline (1985)

Pharmac. Ther., 29:69-92).

Células de knockdown com expressdo inibida de endosialina
podem ser criadas através da inibicdo da traducdo do mRNA que
codifica a proteina de transporte por "silenciamento de genes
pbds-transcricional”. O gene das espécies marcadas para a
regulacdo negativa, ou um fragmento, podem ser utilizados para
controlar a produgdo da proteina codificada. Moléculas
antisenso de comprimento total podem ser utilizadas para esta
finalidade. Alternativamente podem ser utilizados
oligonucledétidos antisenso marcados para regides especificas
do mRNA que s&o criticas para a traducdo. Moléculas antisenso
podem ser providenciadas in situ por células de transformacéo
com uma construcdo de DNA que, aquando da transcricdo, produz
as sequéncias de RNA antisenso. Tais construcdes podem ser
concebidas para produzir produtos antisenso de comprimento
total ou sequéncias parciais. Este efeito de silenciamento de
genes pode ser aumentado por sobre-producdo transgénica tanto
de RNA senso como antisenso da sequéncia de codificacdo do
gene de tal modo que uma elevada quantidade de dsRNA ¢é
produzida (por exemplo, ver Waterhouse et al. (1998) Proc.

Natl. Acad. Sci. EUA, 95:13959-64). A este respeito, o dsRNA
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contendo as sequéncias gque correspondem a uma parte ou a
totalidade de pelo menos um intrdo tem sido particularmente
eficaz. Parte ou toda a sequéncia antisenso de codificacéo
pode ser expressa por um transgene. A hibridizacdo de cadeias
senso e antisenso de parte ou da totalidade da sequéncia de
codificacéo para uma endosialina sédo expressas

transgenicamente.

As células marcadas, ou de outra forma usadas nos métodos
acima, incluem células que naturalmente expressam endosialina
ou células transfectadas com um plasmideo recombinante
expressando endosialina. As células primadrias gue expressam
endosialina podem ser isoladas a partir de tecidos ou
adguiridas a partir de vendedores de células endoteliais, tais
como, mas nao limitadas, a HUVEC ou HMVEC Dbem como
fibroblastos primdrios e cultivados. As células transfectadas
incluem qualgquer linha de células de expressdo de insectos
conhecida, como por exemplo, células de Spodoptera frugiperda.
As linhas celulares de expressdo podem também ser linhas de
células de levedura, como por exemplo, células de
Saccharomyces cerevisiae e de Schizosaccharomyces pombe. As
células de expressdo podem também ser células de mamiferos,
tais como, por exemplo, células de ovario de hamster chinés,
células de rim de hamster bebé, linha 293 de células de rim
embriondrio humano, as linhas de células de rim de cé&do, as
linhas de células de rim de gato, células de rim de macaco,
células de rim de macaco verde africano, células COS e células
ndo oncogénicas de mioblastos G8 de rato, linhas de células de
fibroblastos, 1linhas de células de mieloma, células de rato
NIH/3T3, células LMTK, células de Sertoli de rato, células de
carcinoma do cervical humano, células de figado de rato

btfalo, células de pulmdo humano, células de figado humano,
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células de tumor mamédrio de rato, células TR1, células MRC 5 e

células FS4.

A inibicdo da expressdo de endosialina inibe a interaccgédo de
endosialina com qualquer ligando de endosialina. Ligandos de
endosialina incluem proteinas da matriz extracelular, tais

como fibronectina e colagénio.

De acordo com a presente invencdo também podem ser anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigénio dos mesmos para inibir a
interaccédo de endosialina expressa por uma célula de expressédo
de endosialina com um ligando de endosialina que compreendem o
bloqueio ou obstrucdo da expressdo de endosialina pela célula.
Assim, por exemplo, uma barreira fisica serve para inibir ou,
de outro modo, impedir a interaccdo da endosialina expressa
com um ligando de endosialina. Quaisquer quimicos ou

biomoléculas podem servir para obstruir essa interaccéo.

Em algumas das metodologias preferidas, inibir a interaccdo de
uma célula que expressa endosialina com um ligando para a
endosialina compreende a inibicdo da ligacdo do 1ligando da
endosialina a endosialina expressa. Por exemplo, a interaccédo
entre endosialina e o seu ligando estd impedida, bloqueada,
impedida, ou de outro modo ©obstruida com uma barreira
molecular. Deste modo, o acesso a célula pelo ligando esté,
assim, impedido, inibido, bloqueado, impedido, obstruido ou
prevenido. A obstrucdo da endosialina pode ocorrer por
quaisquer meios adequado na &area como, por exemplo, pelo uso

de um quimico ou biomolécula.

Os produtos quimicos incluem, mas ndo estdo limitados, a

estruturas de aminoacidos, esterdides, ciclinas, antracenos,
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metais pesados, gquinolonas, terpenos, compostos fendlicos,
glicosideos, alcaldbides, lipidos, etc., ou misturas que podem
exercer um efeito Dbioldgico em células que expressam
endosialina. 0s produtos quimicos podem ser gerados por
sintese quimica ou derivados de biocatédlise ou derivados a
partir de fluidos bioldgicos. 0Os produtos qguimicos podem ser
derivados de humanos, de mamifero ndo humanos, plantas,

leveduras, fungos e/ou fontes procaridticas.

Os inibidores competitivos podem ser empregues para inibir a
interaccéo de endosialina ou uma célula que expressa
endosialina com um ligando da endosialina. Um "inibidor
competitivo" compete com o ligando para o local de ligacédo a
endosialina. 0Os inibidores competitivos podem ser ligandos da
endosialina, por exemplo, colagénio (e.g., colagénio I ou IV),
fibronectina ou os seus fragmentos de ligacdo da endosialina.
Inibidores competitivos mais preferidos sdo: o fragmento de 70
kDa N-terminal de fibronectina, o fragmento de ligacdo de
gelatina de 45 kDa de fibronectina e o fragmento de ligacdo de

heparina de 30 kDa de fibronectina.

Os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio dos mesmos
sdo usados para obstruir a interaccdo da endosialina expressa
com ligandos da endosialina. Os anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem ser especificos para um epitopo na
endosialina, ou pode ser especifico para um epitopo num
ligando da endosialina. Anticorpos e fragmentos de ligacdo ao
antigénio especifico para endosialina sdo mais preferidos. Os
anticorpos para os ligandos, como a fibronectina, colagénio, e

semelhantes estdo comercialmente disponiveis.
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Os anticorpos adequados podem ser policlonais ou monoclonais,
ou podem ser derivados ou fragmentos de anticorpos que retém a
especificidade para a endosialina ou um ligando da
endosialina. Os anticorpos podem ser de gqualgquer uma das cinco
classes de anticorpos, i.e., os isdbétipos IgA, IgD, IgE, IgG e
IgM. Anticorpos adequados também incluem o isdétipo Igy¥
geralmente encontrado em serum de galinha ou de peru e gema

d’ovo de galinha ou peru.

Derivados de anticorpos e fragmentos de antigénio de ligacéo
sdo adequados para utilizacdo nos métodos da invencdo, e tais
derivados compreendem porcdes de anticorpos intactos que retém
a especificidade de ligacdo ao antigénio da molécula de
anticorpo parental. Por exemplo, derivados podem incluir, pelo
menos, uma regido variavel (tanto wuma regido variavel de
cadeia pesada como de cadeia leve). Exemplos de derivados de
anticorpos e fragmentos adequados incluem, sem limitacé&o,
anticorpos com especificidade poliepitédpica, anticorpos bi-
especificos, diacorpos e moléculas de cadeia simples, bem como
as moléculas Fab, F(ab')2, Fd, Fabc e Fv, anticorpos de cadeia
simples (Sc), cadeias leves de anticorpos individuais, cadeias
pesadas de anticorpos individuais, fus®es quiméricas entre
cadeias de anticorpos e outras moléculas, mondmeros ou dimeros
de cadeia pesada, mondmeros ou dimeros da cadeia leve, dimeros
constituidos por uma cadeia pesada e uma leve, e similares.
Todos os isdétipos de anticorpos podem ser usados para produzir
derivados de anticorpos e fragmentos. Derivados de anticorpos

e fragmentos podem ser produzidos de forma recombinante.
Os anticorpos podem ser derivados de qualgquer espécie. Por

exemplo, o0s anticorpos podem ser de murganho, rato, cabra,

cavalo, suinos, bovinos, galinha, coelho, burro, humano, e
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outros semelhantes. Para utilizacdo nos métodos de tratamento,
ou para a administracdo a seres humanos, anticorpos derivados
ndo humanos podem ser estruturalmente modificado para ser

menos antigénico apds a administracdo a um paciente humano.

Assim, em algumas formas de realizacdo da invencdo o0s
anticorpos utilizados sdo anticorpos quiméricos. 0Os anticorpos
quiméricos e os métodos para produzi-los sdo bem conhecidos e
estabelecidos na &rea. Por exemplo, um anticorpo quimérico
pode compreender um dominio de ligacdo ao antigénio de um

murganho com Fc¢ humano, ou outro dominio estrutural.

Em algumas metodologias, os anticorpos s&o anticorpos
humanizados. Os anticorpos humanizados podem ser
imunoglobulinas qguiméricas, cadeias de imunoglobulina ou
fragmentos (tais como Fv, Fab, Fab', F(ab')2 ou outras
subsequéncias de anticorpos de ligacdo ao antigénio) que
contém uma sequéncia minima derivada de imunoglobulina né&o
humana. Para a maior parte, os anticorpos humanizados séo
imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) nas quais
residuos de uma regido determinante de complementaridade (CDR)
do receptor sdo substituidos por residuos de uma CDR de uma
espécie ndo humana (anticorpo dador) tal como o murganho, rato
ou coelho, possuindo a especificidade, afinidade e capacidade
desejadas. Em alguns casos, residuos da regido estrutural de
Fv (FWR) da imunoglobulina humana sdo substituidos pelos
residuos nao humanos correspondentes. Além disso, 0s
anticorpos humanizados podem compreender residuos que ndo sS&o
encontrados nem no anticorpo receptor nem nas sequéncias de
CDR ou nas estruturais importadas. Estas modificacdes séo
feitas ©para refinar mais e optimizar o desempenho do

anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado compreendera

483



substancialmente a totalidade de pelo menos um, e tipicamente
de dois, dominios wvariédveis, em que todas ou substancialmente
todas as regides CDR correspondem as de uma imunoglobulina né&o
humana e todas ou substancialmente todas as regides FWR sdo as
de uma sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo

humanizado optimamente também compreenderéd, pelo menos, uma

porcdo de uma regido constante de imunoglobulina (Fc),
tipicamente a de uma imunoglobulina humana. Para mais
detalhes, consulte Jones et al. (19806) Nature, 321:522-5;

Reichmann et al. (1988) Nature, 332:323-9; e, Presta (1992)
Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-06.

Em aspectos preferidos da invencéo os anticorpos s&do
totalmente humanos. Isto significa que o anticorpo é apenas de
origem humana ou de outro modo consiste numa sequéncia de

aminodcidos idéntica a uma forma humana do anticorpo.

Os anticorpos da invencédo podem ser marcados ou de outra forma
conjugados com varios grupos funcionais quimicos ou
biomoléculas, por exemplo, para aplicacdes terapéuticas ou de
diagnéstico. As porcdes podem ser citotdxicas, por exemplo,
toxinas bacterianas, toxinas virais, radioisdétopos e afins. As
porcdes podem ser marcadores detectéaveis, por exemplo,
marcadores fluorescentes, marcadores radioactivos, biotina e
afins. Porcgdes adicionais incluem, mas ndo estdo limitadas a,
glicosilacdo, acetilacdo, peguilacdo, fosforilacdo e formacéo
de amidas. Os anticorpos da invencdo podem ser derivados de
grupos protectores/blogqueadores conhecidos, clivagem
proteolitica, ligacdo a um ligando <celular ou de outras

proteinas, e outros semelhantes.
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Os peritos na &rea reconhecerdo que a especificidade do
anticorpo é determinada principalmente pelas seis regides CDR,
em particular a cadeia H CDR3 (Kala et al. (2002) J. Biochem.,
132:535-41; Morea et al. (1998) J. Mol. Biol., 275:269-94; e,
Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol., 196:901-17). Regides
estruturas de anticorpos, no entanto, podem desempenhar um
papel em interaccdes antigénio-anticorpo (Panka et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 85:3080-4), em particular no gue
diz respeito ao seu papel na conformacdo de Ioops CDR (Foote
et al. (1992) J. Mol. Biol., 224:487-99). Assim, o0s anticorpos
podem compreender qualquer combinacdo de H ou cadeia L de
regides CDR ou FWR que conferem a especificidade do anticorpo

para a endosialina ou para ligandos da endosialina.

Em algumas metodologias a invencdo contempla a utilizacdo de
anticorpos humanos isolados e fragmentos de ligacdo ao
antigénio, que se ligam especificamente a endosialina. Em
algumas formas de <realizacdo os anticorpos adequados ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio podem compreender uma
cadeia pesada compreendendo CDR1, CDR2 e CDR3 de SEQ ID NO:
28, 30 e 32, respectivamente, e uma cadeia leve compreendendo

CDR1, CDR2 e CDR3 de SEQ ID NO: 13, 15 e 17, respectivamente.

As cadeias pesadas CDR1, CDR2 e CDR3 sdo codificadas por
sequéncias de nucledétidos de SEQ ID NO: 27, 29 e 31,
respectivamente. As cadeias leves CDR1, CDR2 e CDR3 podem ser
codificadas pelas sequéncias de nucledbdétidos de SEQ ID NO: 12,
14 e 16, respectivamente. Em algumas formas de realizacdo os
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem
compreender uma cadeia pesada que compreende um dominio
variavel de SEQ ID NO: 34 e uma cadeia leve que compreende um

dominio wvaridvel de SEQ ID NO: 19. O dominio wvariavel da
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cadeia pesada pode ser codificado pela sequéncia de
nucledtidos da SEQ ID NO: 33. O dominio wvariavel da cadeia
leve estd codificado pela sequéncia de nucledétidos da SEQ ID
NO: 18. Em algumas metodologias os anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem compreender uma cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 22 ou
26 e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminodcidos

da SEQ ID NO: 11.

A cadeia pesada é codificada pela sequéncia de nucledtidos da
SEQ ID NO: 21 ou 25 e a cadeia leve deve ser codificada pela

sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 10.

Os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem
compreender uma cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO: 20
ou 24 e uma cadeia leve que compreende a SEQ ID NO: 9. Os
anticorpos podem compreender uma cadeia pesada codificada pela
sequéncia de 4&cidos nucleicos de SEQ ID NO: 8 ou 23. Os
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem
compreender uma cadeia leve codificada pela sequéncia de

dcidos nucleicos que compreendem a SEQ ID NO: 7.

As células produtoras de anticorpos produzem anticorpos que
podem ser utilizados de acordo com a invencgdo foram colocados
com a coleccdo de microorganismos Norte americana (10801
University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) em 24 de
Abril de 2006 e em 11 de Marco de 2008 e foram atribuidos

Numeros de Acesso: PTA- 7554 e PTA- 9017, respectivamente.
E para ser compreendido que, por causa da variacdo natural de

sequéncia que exista entre as cadeias pesadas e leves e o0s

genes que as codificam, um perito na &4rea esperaria encontrar
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algum grau de variacdo dentro das sequéncias de aminocacidos ou
0s genes que os codificam, enquanto mantém as propriedades
Unicas de ligacdo (e.g., a especificidade e afinidade) de
anticorpos da presente invencdo. Essa expectativa é devida, em
parte, a degeneracdo do cdédigo genético bem como ao SsSucesso
evolutivo conhecido de wvariacdes conservativas da sequéncia de
aminoadcidos que ndo alteram apreciavelmente a natureza da
proteina codificada. Deste modo, tais variantes e homdlogos
sdo consideradas substancialmente o mesmo que o outro e estéo

incluidos dentro do &mbito da presente invencédo.

Variantes com substituicdes de aminoé&cidos simples ou
multiplas, delecdes, adicgdes ou substituicdes que retém as
propriedades bioldgicas (e.g., afinidade ou actividade
efectiva imune) dos anticorpos aqui descritos sdo contemplados
para uso no invento. O perito pode produzir variantes contendo
substituicdes simples ou multiplas de aminoadcidos, delecodes,
adicdes ou substituicgdes. Estas variantes podem incluir, por
exemplo: (a) wvariantes em gue um ou mais residuos de
aminoadcidos s&do substituidos com aminodcidos conservativos ou
ndo conservativos, (b) variantes em que um ou mais amino&cidos
sdo adicionados ou eliminados do polipéptido, (c) variantes em
que um ou mais aminodcidos incluem um grupo substituinte e (d)
variantes em que o polipéptido ¢ fundido com um outro péptido
ou polipéptido, tal como um parceiro de fusdo, uma marcacdo da
proteina ou a outros grupos funcionais quimicos, gque possam
conferir propriedades uUteis para o polipéptido, tal como, por
exemplo, um epitopo para um anticorpo, uma sequéncia de poli-
histidina, uma porcdo de biotina e semelhantes. Os anticorpos
do invento podem incluir variantes em que o0s residuos de
aminoadcidos de uma espécie sdo substituidos pelo residuo

correspondente de outra espécie, quer nas posicdes conservadas
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ou ndo conservadas. Em outras metodologias, o0s residuos de
aminodcidos nas posig¢des ndo conservadas sdo substituidos com
residuos conservativos ou ndo conservativos. As técnicas para
a obtencdo destas variantes, incluindo genéticas (supressdes,
delecobes, mutacdes, etc.), quimicas e enzimaticas sédo

conhecidas pela pessoa com conhecimentos correntes na area.

A presente invencdo contempla anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio que tém sequéncias de aminoacidos que sé&o
substancialmente as mesmas gque as sequéncias de aminodcidos
previamente descritas. Por exemplo, tais anticorpos ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio devem incluir aqueles em
que as cadeias pesadas CDR1, CDR2 e CDR3 s&do, pelo menos, 90%
idénticas as da SEQ ID NO: 28, 30 e 32, respectivamente, e/ou
em que as cadeias leves CDR1, CDR2 e CDR3 s&o, pelo menos, 90%
idénticas as SEQ ID NO: 13, 15 e 17, respectivamente. Em
algumas metodologias tais anticorpos ou fragmentos de ligacéo
ao antigénio devem incluir aqueles em que o dominio wvaridvel
da cadeia pesada ¢é pelo menos 90% idéntico a SEQ ID NO: 34
e/ou em que o dominio variadvel da cadeia leve é pelo menos 90%
idéntico a SEQ ID NO: 19. Em algumas metodologias os
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigénio podem incluir
aqueles em que a cadeia pesada é pelo menos 90% idéntica a SEQ
ID NO: 22 ou 26 e/ou em que a cadeia leve ¢ pelo menos 90%
idéntica a SEQ ID NO: 11. O0Os anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigénio podem incluir agqueles em que a cadeia
pesada ¢ pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO: 20 ou 24 e/ou em
que a cadeia leve é pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NO: 9.
Por exemplo, 0s anticorpos M4 e M4.1 sdo anticorpos
humanizados para a endosialina humana. Enquanto que o0s
anticorpos M4 e M4.1 partilham uma sequéncia de cadeia leve

por outro lado eles diferem na sua cadeia pesada por uma Unica
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sequéncia de aminodcidos, por exemplo, no residuo 429 da SEQ
ID NO: 20 em relacdo ao residuo 429 da SEQ ID NO: 24. O
invento contempla ainda anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio que competem com os anticorpos M4 e M4.1 para a
ligacdo a endosialina. O invento contempla ainda anticorpos ou
fragmentos de ligacdo ao antigénio que se ligam ao mesmo

epitopo da endosialina que o anticorpo M4 ou M4.1.

Os anticorpos da invencdo podem ter afinidades de ligacdo para
o antigénio alvo, tal como a endosialina ou um ligando da
endosialina, gque inclui uma constante de dissociacdo (Kp) menor
que 1 x 1072 M, ou que 1 x 107° M, inferior a 1 x 107" M ou 1 x
107> M e ainda menor do que 1 x 10°° M. Em outras metodologias o
Kp é€ inferior a 1 x 107" M. 0 Kp pode ainda ser inferior a 1 x
100° M ou a 1 x 1077 M, menos do que 1 x 107 M ou 1 x 107 M,
menos de 1 x 1072 M, 1 x 10743 M, 1 x 107" M e ainda inferior a

1 x 1077 M.

A especificidade e/ou afinidade de anticorpos que se ligam a
endosialina podem, opcionalmente, ser optimizadas pela
evolucdo directa de células qgque produzem o anticorpo pela
utilizacdo de um alelo negativo dominante de um gene de
reparacdo de emparelhamentos incorrectos, como PMS1, PMSZ2,
pPMsS2-134, PMSR2, PMSR3, MLH1, MLH2, MLH3, MLH4, MLH5, MLHe,
PMSL9, MSH1 e MSH2 introduzidos nas células produtoras de
anticorpos. As células gque contém o mutante negativo dominante
tornar-se-do hipermutédveis e acumulardo mutacdes a uma taxa
mais elevada do que as células de controlo ndo transfectadas.
Um conjunto de células mutantes podem ser rastreadas para
clones que produzem com maior afinidade/especificidade
anticorpos ou proteinas de ligacdo, ou gque produzem graus mais

altos de anticorpos ou proteinas de ligacéo ou que
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simplesmente crescem mais depressa ou melhor sob determinadas
condicdes. A técnica para gerar células hipermutédveis
utilizando alelos negativos dominantes de genes de reparacédo
de emparelhamentos incorrectos ¢é descrita na Patente dos EUA
Nr: 6,1406,894. Alternativamente, a reparacao de
emparelhamentos pode ser inibida wutilizando os inibidores
quimicos de reparacdo de emparelhamentos incorrectos descritos
em WO 02/054856. A técnica para melhorar os anticorpos
utilizando os alelos negativos dominantes de genes de
reparacdo de emparelhamentos incorrectos ou de inibidores
quimicos de reparacdo de emparelhamentos incorrectos podem ser
aplicados as células de expressdo de mamiferos, leveduras,
plantas ou procariotas que expressam imunoglobulina clonada ou
genes da proteina. Células gque expressam 0s alelos negativos
dominantes ou pegquenas moléculas podem ser “curadas” onde o
alelo negativo dominante pode ser “desligado”, se induzivel,
eliminado da <célula enquanto o pequeno gquimico pode ser
removido da cultura resultando em células que séo
geneticamente estédveis uma vez mais e ndo acumulam mais

mutacdes a uma taxa anormalmente elevada.

A inibicdo da expressdo de endosialina inibe a interaccgédo de
endosialina com qualquer ligando da endosialina. Ligandos da
endosialina s&do a fibronectina e colagénio. Qualgquer subtipo
de colagénio pode servir como um ligando da endosialina.

Colagénio I e colagénio IV sdo mais preferidos.

A inibicdo da interaccdo da endosialina com ligandos da
endosialina inibe as vias e cascatas que sdo reguladas ou de
outro modo activadas como resultado desta interaccdo. Por
exemplo, a interaccéo da endosialina com ligandos da

endosialina pode promover a expressdo e/ou activacdo de
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moléculas de adesdo, tal como integrinas que medeiam a ligacédo
de células a matriz extracelular ou a outras células e que

medeiam vias de sinalizacdo celular, entre outras coisas.

As integrinas tendem a existir como heterodimeros contendo
duas cadeias diferentes, uma subunidade o (alfa) e outra
(beta) . H& aproximadamente 18 o e 8 [ subunidades que foram
caracterizadas. Além disso uma série de subunidades de
integrina existe como variantes via splicing diferencial. As
vadrias combinacdes de subunidades alfa e beta de integrina
resultam em mais de 24 complexos de integrina activos Unicos
(Hynes (2002) Cell, 110:673) . Subunidades de integrina
penetram a membrana plasmatica, e em geral contém peguenos
dominios citoplasmaticos de cerca de 40-70 aminoadcidos. No
exterior da membrana plasmatica da célula as cadeias alfa e
beta encontram-se em estreita proximidade umas com as outras
ao longo de um comprimento de cerca de 23 nm. O amino-termini
de cada cadeia da integrina estd justaposto dentro de 5 nm de
um ao outro para formar uma regido de ligacdo ao ligando para
interaccdo EMP. As integrinas sdo categorizadas usando varios
critérios. As cadeias alfa sdo classificadas como tal por
causa de um subconjunto das cadeias o gue tem elementos
estruturais inseridos perto do grupo amina terminal chamado
dominio alfa-A porque tem uma estrutura semelhante aos
dominios-A dentro do factor von Willebrand. As integrinas que
transportam este dominio podem-se ligar aos colagénios
(complexos de integrina olfl e «o2B1), ou agir como moléculas
de adesdo célula-célula com esses complexos contendo
integrinas da familia R2. Duas func¢des principais das
integrinas sdo a fixacdo da célula a proteinas da matriz
extracelular e de transducdo de sinal mediado pela ligacdo de

EMP-integrina a célula. Além disso, as integrinas também estéo
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envolvidas numa ampla gama de outras actividades bioldgicas,
incluindo, a ligacdo de virus, como o adenovirus, virus Echo,
virus Hanta, viroses da boca e do pé, assim como a ligacdo a
células envolvidas no patrulhamento imunoldégico e contacto
célula-célula para a migracdo celular. Integrinas acoplam EMPs
(que dependem do complexo integrina) ao citoesqueleto dentro
da célula. Véarios ligandos de integrinas foram identificados.
Os ligandos mais comuns sdo: a fibronectina, vitronectina,
colagénio e laminina. As interacc¢des entre as integrinas, EMP
e 08 microfilamentos dentro da célula estdo ligados a
proteinas scaffold incluindo a talina, a paxilina e alfa-
actinina. Estas interaccdes resultam na regulacdo de quinases
como FAK (quinase de adesédo focal) e membros da familia de Src
quinase para fosforilar substratos como pl30CAS, para 1isso
recrutando os adaptadores de sinalizacdo, tais como Crk para
mediar as respostas celulares, incluindo a activacdo da via, a
proliferacdo celular e/ou sobrevivéncia. Qualgquer destas
funcdes associadas a integrina pode ser montada como um ensaio
de rastreio para monitorizar a actividade de integrina como
uma funcdo da actividade da endosialina para ensaios com ©
objectivo de identificar os agentes farmacoldgicos ou uma
eficaz marcacdo de moléculas com endosialina na presente
invencdo. Além disso, tendo em conta a invencdo aqui revelada,
marcando como alvo as integrinas com agentes farmacoldgicos
para a endosialina em células que expressam endosialina tém
amplas oportunidades para a supressdo da infeccdo viral

mediada pelas integrinas e outras patologias.
Assim, a inibicdo da interaccdo da endosialina com um ligando

da endosialina inibe a expressdo e/ou activacdo de moléculas

de integrina na célula que expressa endosialina. A expresséo
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ou a activacdo de integrina 1, B2 ou B3 pode ser suprimida

pela inibicéao.

Outras moléculas e vias cuja expressdo e/ou activacdo sdo
afectadas pela inibicdo da interaccdo da endosialina com
ligandos da endosialina incluem metaloproteinases da matriz
(MMPs). As MMPs s&do proteases dependentes de zinco que
desempenham um papel, entre outras coisas, na degradacdo de
proteinas da matriz extracelular, nos receptores da superficie
celular, e semelhantes. As MMPs desempenham funcdes na
migracdo celular, proliferacdo e na angiogénese, entre outras
coisas. A familia MMP de enzimas tem um ponto em comum de
ligacdo de =zinco (HExxHxxGxxH) dentro do seu sitio activo, e
uma metionina conservada que segue o sitio activo. As MMPs séo
classificadas pela sua homologia umas com as outras, pela
especificidade do substrato e, em parte, pela sua localizacédo
na célula. Elas sdo em geral agrupadas em quatro classes:
colagenase, estromalisina, gelatinase, e as MMPs do tipo
membranar (MT-MMPs). MMPs do tipo colagenase sdo capazes de
degradar colagénios fibrilares da tripla hélice em fragmentos
distintos. Estes colagénios sdo o0s principais componentes do
0sso e cartilagem e esta classe de MMPs sdo as Unicas enzimas
de mamiferos capazes de degradd-los. Eles incluem a MMP-1
(colagenase intersticial); MMP-8 (colagenase de neutrdéfilos);
MMP-13 (colagenase  3) e MMP-18. MMP enzimas do tipo
estromalisina exibem uma ampla capacidade de clivar EMPs mas
sdo incapazes de clivar os colagénios fibrilares da tripla
hélice. Esta classe inclui: MMP-3 (estromalisina 1); MMP-10
(estromalisina 2); MMP-11 (estromalisina 3) MMP-12
(metaloelastase de macroédfago) ; MMP-19 (RAST-1, também
conhecida como estromalisina 4); e MMP-20 (enamelisina); MMP-

22 (C-MMP) e MMP-27. MMPs do tipo gelatinase degradam
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principalmente o colagénio do tipo IV, e gelatina, e
distinguem-se pela presenca de um dominio adicional inserido
no dominio catalitico. Esta regido de ligacdo a gelatina ¢é
posicionada imediatamente antes do ponto de ligacdo ao zinco e
forma uma unidade de dobragem separada que nédo perturba a
estrutura do dominio catalitico. Esta classe inclui MMP-2
(gelatinase de 72 kDa, gelatinase-A); MMP-9 (gelatinase de 92
kDa, gelatinase-B). Finalmente, as MMPs ligadas a membrana SsS&o
aquelas que estdo ligadas a membrana celular exterior. Elas
incluem: cisteina transmembranar de tipo II da gama das MMP-
23, as MMPs 17 e 26 ligadas ao glicosilfosfatidilinositol
(MT4-MMP e MT 6-MMP, respectivamente), e as MMPs
transmembranares de tipo I 14, 15, 16, 24 (MT1, MT2-MMP, MT3-
MMP, e MI5-MMP respectivamente). Todas estas MMPs tém um local
de clivagem de furina no pré-péptido, que €& também uma

caracteristica partilhada por MMP-11.

Assim, a inibicdo da interaccdo da endosialina com um ligando
da endosialina inibe a expressdo e/ou a activacdo de MMPs na
célula qgue expressa endosialina. Em algumas metodologias
preferidas, a expressdo ou a activacdo de MMP-1, MMP-2, MMP-8,

MMP-9, MMP-12, MMP-13, ou MMP-18 é suprimida pela inibicé&o.

Sem se pretender estar ligado a qualgquer teoria ou mecanismo
de operacdo particulares, cré-se que a endosialina tem funcéo
directa ou indirectamente na angiogénese, em particular no que
diz respeito a neovascularizacdo e doencas, como O Cancro.
Portanto, acredita-se que a interrupcdo da ligacdo da
endosialina ou células que expressam a endosialina para oS
ligandos, ou interromper a activacdo de integrinas mediada

pela endosialina, a expressdo de MMPs e/ou proliferacéo
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celular/sobrevivéncia possa suprimir a vascularizacéo

associada a doenca neovascular.

Por conseguinte, anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio podem ser usados para inibir a angiogénese. Os
métodos podem ser levados a cabo in vivo. Um anticorpo ou um
fragmento de ligacdo ao antigénio que obstrui a endosialina
expressa na superficie celular pode ser administrado onde a
obstrucdo inibe a interaccdo da dita célula com um ligando da
endosialina, e aqui a inibicdo da interaccdo da célula com o
ligando inibe a angiogénese de um tecido, 6rgdo, ou neoplasma

no sujeito.

Uma célula, cultura de células, tecido ou &érgdo pode contactar
com uma composicdo que obstrui endosialina expressa na
superficie celular, aqui refere-se que a obstrucdo inibe a
interaccdo da célula com um ligando da endosialina, e aqui a
inibicdo da referida interaccdo da célula com o ligando inibe
a angiogénese pela célula, cultura de células, tecido ou

brgédos.

A  composicdo pode compreender pelo menos um inibidor
competitivo descrito aqui. Os inibidores competitivos podem
ser ligandos da endosialina, por exemplo, colagénio,
fibronectina ou fragmentos de ligacéo a endosialina.
Inibidores competitivos mais usados sédo fragmentos de
colagénio tipo I, colagénio IV ou fibronectina. 0Os inibidores
competitivos preferidos sdo os fragmentos de fibronectina de
70 kDa N-terminais, fragmentos de fibronectina de 45 kDa de

ligacdo a gelatina e o fragmento de fibronectina de 30 kDa de

ligacdo a heparina.
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A composicdo pode compreender pelo menos um anticorpo dque se
liga especificamente a endosialina. Tais anticorpos tém
preferencialmente uma afinidade para a endosialina que é menos
do que cerca de 1 x 1077 M, com maior preferéncia inferior a
cerca de 1 x 107°° M, menos do que 1 x 107" M e de preferéncia
inferior a cerca 1 x 107' M. Os anticorpos que se ligam
especificamente a endosialina podem incluir aqueles anticorpos
cujas caracteristicas estdo aqui descritas e exemplificadas.
Por exemplo, em alguns aspectos preferidos, o anticorpo que se
liga especificamente a endosialina compreende uma cadeia
pesada que compreende CDR1, CDR2 e CDR3 da SEQ ID NO: 28, 30 e
32, respectivamente, e uma cadeia leve que compreende
CDR1,CDR2 e CDR3 da SEQ ID NO: 13, 15 e 17, respectivamente.
As cadeias pesadas CDR1, CDR2 e CDR3 sdo codificadas por
sequéncias de nucledétidos da SEQ ID NO: 27, 29 e 31,

respectivamente.

As cadeias leves CDR1, CDR2 e CDR3 sdo codificadas por
sequéncias de nucledétidos da SEQ ID NO: 12, 14 e 1o,
respectivamente. Em algumas metodologias o0s anticorpos podem
compreender uma cadeia pesada que compreende um dominio
varidvel da SEQ ID NO: 34 e uma cadeia leve que compreende um
dominio wvariavel da SEQ ID NO: 19. O dominio variavel da
cadeia pesada ¢ codificado pela sequéncia de nucledtidos da
SEQ ID NO: 33. O dominio variavel da cadeia leve é codificado
pela sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 18. Em algumas
metodologias o0s anticorpos podem compreender uma cadeia pesada
compreendendo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 22 ou
26 e uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO: 11. A cadeia pesada é codificada pela sequéncia
de nucledétidos da SEQ ID NO: 21 ou 25 e a cadeia leve ¢

codificada pela sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 10. Os
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anticorpos podem compreender uma cadeia pesada que compreende
a SEQ ID NO: 20 ou 24 e uma cadeia leve que compreende a SEQ
ID NO: 9. O0Os anticorpos podem compreender uma cadeia pesada
codificada pela sequéncia de &cidos nucleicos da SEQ ID NO:8
ou 23. O0s anticorpos podem compreender uma cadeia leve
codificada pela sequéncia de &cidos nucleicos gque compreende a
SEQ ID NO: 7. As células produtoras de anticorpos que produzem
anticorpos que podem ser utilizados de acordo com a invencédo
foram colocadas com a coleccdo de microorganismos Norte
americana (10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-
2209) em 24 Abril de 20060 e em 11 de Marco de 2008 e foram
atribuidos Numeros de Acesso: PTA-7554 e PTA-9017,
respectivamente. Os anticorpos podem ser policlonais,
monoclonais, fragmentos de ligacdo ao antigénio, quiméricos,
humanizados, totalmente humanos, e outros semelhantes, tal

como aqui descrito.

A inibicdo da expressdo de endosialina inibe a interaccgédo de
endosialina com qualquer ligando da endosialina. Ligandos da
endosialina envolvidos nesta presente invencéao séo a

fibronectina e o colagénio.

A invencdo também pode ser usada inibir a neovascularizacéo.

Os métodos podem ser efectuados in vitro ou in vivo.

Uma quantidade terapéutica eficaz de uma composicdo que
obstrui a endosialina expressa na superficie de uma célula
pode ser administrada onde a obstrucdo inibe a interaccgdo da
célula com um ligando da endosialina e onde a inibicdo da dita
interaccdo da célula com o ligando inibe a neovascularizacéo

de um tecido, érgdo, ou neoplasma no sujeito.
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Uma célula, cultura de células, tecidos ou érgdos podem
contactar com uma composicdo que obstrui a endosialina
expressa na superficie de uma célula, em que a dita obstrucéo
inibe a interaccdo da referida célula com um ligando da
endosialina e em qgue a 1inibicdo da referida interaccédo da
referida célula com o ligando inibe a neovascularizacdo da

referida célula, cultura de células, tecido ou oérgéo.

A composicdo pode compreender, pelo menos, um inibidor
competitivo aqui descrito. 0Os inibidores competitivos podem
ser ligandos da endosialina, por exemplo, o colagénio, a
fibronectina ou os seus fragmentos de ligacdo a endosialina.
Inibidores competitivos preferidos sdo fragmentos de colagénio
I, colagénio IV ou fibronectina. Os inibidores competitivos
preferidos s&do os fragmentos de fibronectina de 70 kDa N-
terminais, fragmentos de fibronectina de 45 kDa de ligacdo a
gelatina e o fragmento de fibronectina de 30 kDa de ligacdo a

heparina.

Em metodologias preferidas a composicdo pode compreender pelo
menos um anticorpo que se liga especificamente a endosialina.
Tais anticorpos tém preferencialmente uma afinidade para a
endosialina que é menos do que cerca de 1 x 107’ M, com maior
preferéncia inferior a cerca de 1 x 1078 M, menos do que 1 x
10° M e de preferéncia inferior a cerca 1 x 107 M. o0s
anticorpos que se ligam especificamente a endosialina podem
incluir aqgueles anticorpos cujas caracteristicas estdo aqui
descritas e exemplificadas. Por exemplo, em alguns aspectos
preferidos, o anticorpo que se liga especificamente a
endosialina compreende uma cadeia pesada que compreende CDRI,
CDR2 e CDR3 da SEQ ID NO: 28, 30 e 32, respectivamente, e uma
cadeia leve que compreende CDR1,CDR2 e CDR3 das SEQ ID NO: 13,
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15 e 17, respectivamente. As cadeias pesadas CDR1, CDR2 e CDR3
sdo codificadas por sequéncias de nucledtidos da SEQ ID NO:
27, 29 e 31, respectivamente. As cadeias leves CDR1, CDR2 e
CDR3 sdo codificadas por sequéncias de nucledtidos da SEQ 1ID
NO: 12, 14 e 16, respectivamente. Em algumas metodologias os
anticorpos podem compreender uma cadeia pesada que compreende
um dominio varidvel da SEQ ID NO: 34 e uma cadeia leve dque
compreende um dominio variadvel da SEQ ID NO: 19. O dominio
variavel da cadeia pesada ¢é codificado pela sequéncia de
nucledtidos da SEQ ID NO: 33. O dominio variavel da cadeia
leve é codificado pela sequéncia de nucledétidos da SEQ ID NO:
18. Em algumas metodologias os anticorpos podem compreender
uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID NO: 22 ou 26 e uma cadeia leve compreendendo a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 11. A cadeia pesada ¢
codificada pela sequéncia de nucledtidos da SEQ ID NO: 21 ou
25 e a cadeia leve é codificada pela sequéncia de nucledtidos
da SEQ ID NO: 10. Os anticorpos podem compreender uma cadeia
pesada que compreende a SEQ ID NO: 20 ou 24 e uma cadeia leve
que compreende a SEQ ID NO: 9. Os anticorpos podem compreender
uma cadeia pesada codificada pela sequéncia de &cidos
nucleicos da SEQ ID NO: 8 ou 23. 0s anticorpos podem
compreender uma cadeia leve codificada pela sequéncia de
dcidos nucleicos que compreende a SEQ ID NO: 7. As células
produtoras de anticorpos que produzem anticorpos que podem ser
utilizados de acordo com a invencdo foram colocadas com a
coleccdo de microorganismos Norte americana (10801 University
Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209) em 24 Abril de 2006 e em
11 de Marco de 2008 e foram atribuidos Numeros de Acesso: PTA-
7554 e PTA-9017, respectivamente. O0s anticorpos podem ser

policlonais, monoclonais, fragmentos de ligacdo ao antigénio,
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quiméricos, humanizados, totalmente humanos, e outros

semelhantes, tal como agui descrito.

A inibicdo da expressdo de endosialina inibe a interaccgédo de
endosialina com qualquer ligando da endosialina. Ligandos da
endosialina envolvidos nesta presente invencdo sé&o, por

exemplo, fibronectina humana (SEQ ID NO: 35) e colagénio.

Agonistas e antagonistas da interaccdo da endosialina com um
ligando da endosialina podem ser identificados. A
identificacdo pode compreender o contacto da endosialina com
um composto teste, o contacto do complexo endosialina-composto
teste com um ligando da endosialina, e posterior medicédo, de
forma quantificédvel, a interaccdo da endosialina com o ligando
na presenca e na auséncia do composto teste. Um aumento ou
diminuicdo no nivel de interaccdo da endosialina com o ligando
na presenca do composto teste indica que o composto teste é um
agonista ou antagonista, respectivamente, da interaccdo de

endosialina com o ligando.

A identificacdo pode compreender o contacto de uma célula que
expressa endosialina com um composto teste, o contacto da
célula que expressa endosialina com um ligando da endosialina,
e posterior medicdo, de forma quantificavel, a expressdo ou a
activacdo de moléculas de integrina, tais como a integrina B1,
B2 ou B3 na célula na presenca € na auséncia do composto
teste. Um aumento ou diminuicdo no nivel de expressdo ou
activacdo das moléculas de integrina sob a célula, na presenca
do composto teste indica gque o composto teste é um agonista ou
antagonista, respectivamente, da interaccdo da endosialina com

o referido ligando.
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A identificacdo pode compreender o contacto de uma célula que
expressa endosialina com um composto teste, o contacto da
célula que expressa endosialina com um ligando da endosialina,
posterior medicdo, de forma quantificédvel, da expressdo ou da
activacdo de MMPs, tais como MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP -9, MMP-
12, MMP-13 ou MMP-18 sob a célula na presenca € na auséncia do
composto teste. Um aumento ou diminuicdo no nivel de expressédo
ou activacdo das moléculas MMP na célula na presenca do
composto teste indica que o composto teste é um agonista ou
antagonista, respectivamente, da interaccdo da endosialina com

o referido ligando.

Nos ensaios, a endosialina pode ligar-se a uma membrana
celular, de preferéncia a uma membrana celular de mamifero, um
fragmento de membrana celular, uma bicamada lipidica
artificial ou a um suporte sbélido adequado. O ligando da
endosialina pode ser uma proteina da matriz extracelular,

incluindo, sem limitacédo, fibronectina ou colagénio.

Uma estratégia para gerar compostos teste com uma actividade
biolégica potencial contra a endosialina ou células que
expressam endosialina, i.e., interaccéo potencial com
endosialina, envolve, mas ndo estd limitada, a bibliotecas de
fagos de rastreio que produzem péptidos de revestimento de
fago que podem ser rastreados para identificar os polipéptidos
de uma biblioteca gque pode servir potencialmente para inibir a

interaccédo entre endosialina e um ligando da endosialina.
Os exemplos seguintes sdo fornecidos para descrever a invencéo

com maior detalhe. Eles destinam-se a ilustrar, ndo a limitar,

a invencéo.
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Exemplo 1

Andlise imuno-histoquimica da expressdo da endosialina em

tecido maligno

A utilizacdo de anticorpos para detectar células gue expressam
endosialina foi demonstrada por imuno-histoquimica de tecidos
malignos. O anticorpo anti-endosialina ou IgG normal foi
aplicado a tecidos recém-congelados de cancro do colo-rectal
humano em duas concentracdes (0,5 npg/mL e 2,5 pg/mL). Salina
tamponada com fosfato [PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2)] + 1% de
albumina de soro bovino serviu como diluente para 0s
anticorpos primarios. Os tecidos foram embebidos em Tissue-
Tek® 0.C.T. médio, congelados em gelo seco e armazenados em
sacos de pléstico hermeticamente fechados abaixo de -70°C. Os
tecidos foram seccionados a aproximadamente 5 pum e fixados
durante 10 minutos em acetona a temperatura ambiente. As
laminas foram guardadas abaixo de -70°C até a coloracdo. Pouco
antes da coloracdo as laminas foram fixadas por 10 segundos em

10% de formalina neutra tamponada.

Criocortes foram lavados duas vezes em solucdo de salina
tamponada com fosfato (PBS [NaCl a 0,15 M, pH 7,2]). A
peroxidase enddbgena foi Dblogqueada através da incubacdo das
ladminas com a solucdo de peroxidase fornecida no kit Dako
EnVision™ durante 5 minutos e lavadas duas vezes com PBS (NaCl
0,15 M, pH 7,2). Em seguida as laminas foram tratadas com um
bloco de proteinas concebido para reduzir 1ligacgdes néo
especificas por 20 minutos. O bloco de proteinas foi preparado
como se segue: PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2); 0,5% de caseina, 1%
de albumina de soro bovino (BSA); e 1,5% de soro de cabra

normal. Seguindo o bloco de proteinas, o anticorpo primario
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(artigo teste M4, anticorpo de controlo negativo, ou nenhum
[apenas tampdo como controlo do ensaio]) foi aplicado a
temperatura ambiente durante uma hora. Em seguida as léminas
foram lavadas duas vezes com PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2),
tratadas com o polimero anti-IgG com peroxidase marcada
fornecido no kit Dako EnVision™ durante 30 minutos (EnVision™
utilizado na concentracdo fornecida pelo fabricante), lavadas
duas vezes com PBS (NaCl 0,15 M, pH 7,2), e tratadas com a
solucdo de substrato-cromogénio (DAB) fornecido no kit Dako
EnVision™ durante 8 minutos. Todas as léaminas foram lavadas em
dgua, contrastadas com hematoxilina, desidratadas e cobertas
com lamela para a interpretacdo. Como mostrado, os vasos do
tumor (figura 1A) coraram positivo para a endosialina enquanto

0 anticorpo de controlo isdétipo coraram negativo (figura 1B).

Exemplo 2

Anadlise imunohistoquimica da expressdo de endosialina em

tecidos saudaveis

A utilizacdo de anticorpos para detectar células gque expressam
endosialina foi demonstrada por imuno-histoquimica de tecidos
normais. Resumidamente, as amostras de tecidos normais foram
seccionadas por cribdéstato e analisadas quanto a expressdo da
endosialina como descrito acima. Os tecidos normais que contém
muito poucos fibroblastos/células tipo dendriticas que
expressam endosialina embora ndo de forma tdo zrobusta ou
homogénea como foi observado nos vasos dentro dos tumores
(figuras 2A e B). Estas células sdo Uteis para estudar os
efeitos da neovascularizacdo e podem ser isoladas para a
expressdo do gene para estudar os perfis de crescimento

celular, diferenciacéo, migracéo ou identificacéao de
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assinatura. Podem ser estudados in vivo, ex vivo ou in vitro,
utilizando métodos conhecidos pelos especialistas na Area bem
como os listados abaixo.

Exemplo 3

Isolamento e enriquecimento de células que expressam

endosialina

Para demonstrar gque as proteinas que se podem ligar a
endosialina servem como uma forma eficaz para enrigquecer o
endotélio ou células que expressam endosialina semelhantes a
fibroblastos, células endoteliais microvasculares humanas
(HMVEC) foram panned utilizando um anticorpo que pode ligar-se
a endosialina para isolar uma populacdo enriquecida de células
que expressam endosialina a partir de um pool de partida
contendo 5-10% de células que expressam endosialina. N&o
querendo comprometer-se com 0 método ou reagentes
especificados abaixo, este exemplo demonstra 0 uso de
anticorpos de endosialina que podem isolar células gue

expressam endosialina.

Resumidamente, prlacas de 96 pocos foram revestidas em
condicbes estéreis com o anticorpo cabra anti IgG Fcy humano.
Em seguida, 20 upg/mL de um anticorpo M4 anti-endosialina
humano foi adicionado as placas e trés pocgos (A, B, C) como
controlos sem o anticorpo e incubou-se durante 1 hora a 4°C.
HMVEC foram colhidas a partir de 10 centimetros de culturas em
placas de petri com DPBS/EDTA em vez de tripsina para evitar
qualquer dano as membranas celulares, deixando assim as
proteinas da endosialina da superficie celular intactas. As

células de um pool foram plagueadas em duas concentracdes
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diferentes, quer de 100,000 células/poco ou 50,000
células/poco em placas de 96 pocos depois de se aspirar e
lavar qualquer anticorpo anti-endosialina n&o ligado. As
células foram incubadas em placas durante 1 hora a 4°C. As
placas foram entdo lavadas com DPBS/FBS quatro vezes (até os
pocos de controlo A, B e C ndo apresentarem células dentro dos
pocos). A placa com 50,000 células/poco mostraram muito poucas
células enquanto a placa com 100,000 células/poco continha um
nimero de células gue aderiram ao prato. As células foram
entdo incubadas durante trés dias em meio de crescimento
adequado. 0Os pocos de controlo B e C foram escolhidos a partir
das placas com 100,000 células/poco para imunocoloracdo.
Calceina, corante AM foi wusado para corar as células para
visualizacdo utilizando um microscédpio de fluorescéncia Nikon®
Eclipse TS100. Culturas panned positivas foram expandidas para
0 crescimento e posterior andlise de expressdo homogénea de

endosialina, tal como descrito abaixo.

Para determinar a capacidade de isolar as células que
expressam endosialina, c¢élulas HMVEC panned anticorpo anti-
endosialina e culturas HMVEC n&o panned foram preparadas para
a 1imunocoloracdo utilizando um anticorpo fluorescente anti-
endosialina ou anticorpo fluorescente o-fl-integrina como
controlo. Tal como esperado mais de 90% das células coraram
positivo para o-Bl-integrina de culturas panned e ndo panned
(ndo mostrado), enguanto mais de 90% de células coraram
positivo para endosialina de culturas panned enquanto apenas
5-7% de células coraram positivo para endosialina em culturas
HMVEC n&do panned. Estes dados demonstram a capacidade para
isolar e enriquecer células viédveis que expressam endosialina

utilizam proteinas de ligacdo a endosialina como anticorpos.
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Como mostrado na figura 3, a cultura panned tinha um numero
muito maior de células positivas de endosialina em comparacédo
com a cultura parental ndo panned como determinado por
imunocoloracdo via anticorpo anti-endosialina seguido de um
anticorpo secunddrio conjugado fluorescente. O numero de

células de cada campo foi determinado por microscopia dética.

Exemplo 4

Interacdo da endosialina com proteinas da matriz extracelular

Construcdo de plasmideos de expressdo TEM1 e Fc-TEM1: PCR foi

utilizado para amplificar um fragmento de DNA representando os
aminoadcidos 1-685 do qguadro de leitura de TEM1 (GenBank #
AF279142) a partir de DNA gendmico LAI-5S. 0Os produtos de
amplificacdo resultantes foram digeridos com EcoRI e Xbal e
ligados a pEF6-V5-hisa (Invitrogen). Para gerar Fc-TEM1, a
regido extracelular de TEM1 foi fundida com dominio IgG2, Fcy
monomérico de murina e ligado ao vector derivado de pEF6-EK-
Mm-IgG2,-Fcy-ND que contém uma regido de reconhecimento da
enterogquinase (DDDD) seguido por um dominio modificado de
murina IgG2, Fcy (articulacdo (hinge) através CHs). Para
prevenir a dimerizacdo o0s quatro residuos de cisteina
responsaveis pelas pontes de dissulfito entre cadeias pesadas
foram alterados para serina. O monomérico resultante, proteina
de fusdo segregada consiste no dominio extracelular de TEMI
completo e murina IgG2, Fcy. A 1integridade de todas as
sequéncias de plasmideos foi wverificada wutilizando quimica
Beckman® DTCS (Beckman Coulter, Fullerton, Califdérnia). Os
dados em bruto foram obtidos com um sequenciador de DNA, CEQ
8000, e analisados utilizando o software VectorNTI®

(Invitrogen) .
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Purificacéo de Fc-TEMI1: As células CHO-TEM1-Fcyvy foram

cultivadas em escala 25 L em meio IS-CHO-CD (Irvine
Scientific, Santa Ana, Califdérnia), suplementado com 2 mM de
L-glutamina, 1X Penicilina/Estreptomicina, 6 g/L de
hidrolisado de soja e 2,2 g/L de bicarbonato de sdébdio (Irvine
Scientific) sob uma plataforma Wave20/50EH equipada com um
Cellbagh0 ® (GE Healthcare, Piscataway, NJ) até que a
viabilidade da cultura atingiu 50-70%. Meio extracelular
condicionado foi clarificado utilizando um piloto de bancada
de sistema de fibra oca FlexStand® (GE Healthcare) equipado
com um cartucho de fibra oca de 0,2 pm (GE Healthcare) até 0,5
L de cultura permaneceu no vaso de retencdo. Neste ponto, a
massa celular concentrada foi lavada com 4 L de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS, 20 mM de K fosfato, 150 mM NaCl,
pH 7,2), para recuperar o restante do fluido extracelular. A
lavagem de 4 L foi agrupada com a matéria-prima clarificada. O
meio de cultura clarificado foi entdo concentrado doze vezes
(29 L a 2,5 L); usando um Prep/Scale® Spiral Wound 2,5 ft? 100
k situado numa Prep/Scale (Millipore, Billerica,
Massachusetts) e accionado por uma bomba peristdltica a uma
pressdo de entrada de 20 PSI e a uma taxa de recirculacdo de
cerca de 400 mL/min. A matéria-prima concentrada resultante
foi esterilizada por filtracdo através de filtros de “gargalo
de garrafa” equipados com uma membrana de 0,2 pm (Nalgene).
TEM1-Fcy foi capturado pela cromatografia de afinidade da
proteina A, sobre uma coluna de 10x100 mm ProSep-vA®
(Millipore) e eluiu-se através da adicdo de 5 wvolumes de
coluna de tampdo de eluicdo (100 mM citrato/10 mM de acetato,
pH 3,0). O material eluido foi dialisado contra tampdo de QA
(20 mM Tris-Cl, pH 8,0) e adicionalmente purificado por

cromatografia de troca idnica ao longo de uma coluna 5 mL
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HiTrap® Q-FF (GE Healthcare). As proteinas ligadas foram
lavadas com 15 % tampdo QB (20 mM Tris-Cl, 1 M de NaCl, pH
8,0) seguido de eluicdo do limite Fc-TEM1 wutilizando 35%
tampédo OB. Proteinas eluidas foram concentradas por
ultrafiltracdo em Modelo 8400 mdéddulo de wultrafiltracdo a
pressdo positiva (Millipore) equipado com uma membrana de MWCO
de 100 kDa (Millipore) para um volume final de cerca de 5 mL.
Fc-TEM1 concentrado foi purificado por cromatografia
preparativa de exclusdo de tamanho numa coluna 26 x 60
Sephacryl® S-300HR (GE Healthcare) equilibrada com PBS. As
fraccdes contendo Fc-TEM1 purificado foram reunidas,
concentradas para um intervalo nominal entre 0,1-1 mg/mL por
ultrafiltracdo utilizando uma membrana de 100 kDa MWCO e

armazenado em aliquotas de uso unico a -80°C.

Fc-TEM1 purificado (2,9 ug) foi carregado em de 4-12% Bis-Tris
gel (Invitrogen) e sujeito a electroforese em tampdo de
corrida MOPS (50 mM de MOPS, Tris 50 mM, SDS 3,5 mM, 1 mM
EDTA, pH 7,7) durante 40 minutos. Para a coloracdo o gel foi
fixado durante 15 minutos com solucdo de fixar (50% de
metanol, &cido acético a 10%) lavado duas vezes durante 10
minutos em &gua desionizada e corado durante pelo menos 1 hora
usando corante azul coloidal de Coomassie (Pierce). 0O gel foi

descorado por repetidas lavagens com agua desionizada.

Fibronectina pré-revestida (FN), colagénio I (Col I),
colagénio IV (Col 1IV), laminina (LN) (BD Biosciences, San
Diego Califdrnia), vitronectina (VN) ou gelatina (Gel)
(Chemicon Intl.) placas de 96 pocos foram utilizadas para

avaliar a ligacdo de Fc-TEM1. A ligacdo de TEM1 a Col I, Col
IV e FN nédo foi devida a rastrear os contaminantes da proteina

purificada a partir de plasma humano uma vez dque ndo foi
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detectado nem Col I nem Col IV em FN pelo anticorpo anti-Col
ELISA e ndo foi detectado FN em Col (dados ndo mostrados).
Todas as placas foram bloqueadas com tampdo de ensaio (0,5%
BSA, 0,5 % Tween-20 em PBS) durante 2 h antes da adicdo de Fc-
TEM1 da proteina de fusdo, uma endosialina soltvel gerada por
fusdo da sequéncia de comando N-terminal e a totalidade do
dominio extracelular da endosialina para uma cadeia pesada
gama de murina. Seguiu-se 1 hora de incubacdo a temperatura
ambiente, as placas foram lavadas e o anticorpo HPR cabra
anti-humano IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories,
West Grove, PA) foi adicionado durante 1lh. 0O desenvolvimento
da cor foi avaliado usando o substrato SureBlue™ TMB
Peroxidase (KPL, Gaithersburg, MD). Ambos BSA e um anticorpo
de controlo isdétipo humano foram utilizados como controlos
negativos. Fc-TEM1 n&o se ligou a BSA nem o isdétipo humano se

ligou a qualquer uma das proteinas ECM (dados n&do mostrados).

Como mostrado na Figura 4A, Fc-TEM1l ligou-se a fibronectina e
ao colagénio I e IV de um modo dependente da dose enquanto néo
foi observada ligacdo dentro de toda a gama de doses para LN
ou VN. Curiosamente, embora Fc-TEMlI se tenha 1ligado ao
colagénio, ndo foi observada uma ligacdo detectdvel a gelatina
(colagénio desnaturado pelo calor). Nenhum dos quatro
anticorpos de isdétipo IgG de murina testados pode ligar-se a
qualguer uma das proteinas FECM, excluindo a possibilidade de
que as 1interaccgdes eram mediadas pela cadeia molecular
principal de Fc de murina da proteina de fusdo de Fc-TEMI1
(dados n&do mostrados). Uma proteina de fusdo que contém a
cadeia pesada gama de murina e apenas o dominio de lectina da

endosialina também se liga a FN (dados n&do mostrados).
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Para confirmar a selectividade da interaccdo de proteinas Fc-
TEM1 e ECM, Fc-TEM1 foi aplicado a placas de ELISA revestidas
com diferentes proteinas purificadas. ELISAs especificas para
antigénio foram realizados revestindo placas de TP Immunomini
ELISA com 1 pg/mL STER (vacina Staphylococcus enterotoxina B),
2 ng/mL de globulina gama de Dbovino, 2 ug/mL antigénio
glicoproteina de 90 kD associada a tumor expresso na maioria
das células de melanoma (TA90), 2 npg/mL de lisozima de ovo de
galinha, diluicdo 1:500 de toxdide de tétano, 1% BSA, 0,2
ng/mL de mesotelina humana, 2 upg/mL de ovalbumina (OVA), 1
ng/mL de GM-CSF humano, 2 ng/mL de IgG de cabra, 2 pg/mL de
IgG de rato dissolvido em tampdo de revestimento de
bicarbonato (pH 9,6) (Sigma) durante a noite a 4°C. As placas
foram lavadas trés vezes com tampdo de lavagem (contendo 0,5%
de Tween-20) Dbloqueada com 1 x tampdo de ensaio durante 2
horas a temperatura ambiente e ELISA foi realizado como
descrito acima. Como mostrado na figura 4B, Fc-TEM]1 nédo se
ligaram a qualgquer uma das proteinas testadas, excepto para Fc

anti-rato utilizados como um controlo positivo.

Exemplo 5

Inibigdo da ligagcdo de TEM1 a Fibronectina do plasma humano

Placas de 96 pocos foram pré-revestidas com fibronectina (FN)
e a capacidade de anticorpos anti-TEM1 Dbloquearem a adesédo
mediada por Fc-TEM1 foi avaliada por ELISA. Resumidamente, a
placa revestida com FN foi blogqueada com tampdo de ensaio (0,5
% BSA, 0,5% Tween-20 em PBS) durante 2h antes da adicdo de
proteinas de fusdo. Fc-TEM1 foi pré-incubada durante 1 hora a
4°C com anticorpos M4 (um anticorpo anti-endosialina

humanizado descrito como ES1 na Patente dos EUA, nUmero da

75



publicacdo: 20060239911), isdétipo humano (HulIgG), ou anticorpo
anti-TEM1 criado em coelhos (RbtTEM1). M4 ndo se liga a
espécies hombélogas de endosialina com a excepcdo dos primatas
ndo humanos. O epitopo de ligacdo para M4 foi mapeado para o
dominio extracelular de lectina da endosialina. O complexo
proteina/anticorpo foi adicionado & placa revestida com FN e
deixou-se a aderir durante 1lh a temperatura ambiente, altura
em que as placas foram lavadas e o anticorpo HRP cabra anti-
IgG humano (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA) foi adicionado durante 1lh. O desenvolvimento da cor
foi avaliado usando o substrato SureBlue™ TMB peroxidase (KPL,
Gaithersburg, MD). Como mostrado na figura 6, M4 suprimiu a
ligacdo de Fc-TEM1 a fibronectina, ao passo que, um controlo
ndo especifico (HuIgG) ndo suprimiu a ligagcdo. RbtTEM]1 também
suprimiu a ligacdo de Fc-TEM1 a fibronectina (dados néo

mostrados) .

Exemplo 6

Endosialina medeia a adesdo a fibronectina

As células CHO-TEM1l que expressam estavelmente endosialina
(verificada por FACS com anticorpo M4; dados ndo mostrados)
foram geradas. As células CHO-K1 foram mantidas em RPMI
suplementado com L-glutamina, 1% minimo de aminodcidos
essenciais, piruvato de sdédio, aminodcidos ndo-essenciais e
10% de FBS inactivado pelo calor (Invitrogen, Carlsbhad, CA).
As células CHO-K1 (3E6) (ATCC, Manassas, VA) foram
electroporadas com 10 g de DNA linearizado de plasmideo numa
cuvete de electroporacdo 0,4 milimetros. Um pulso de 170V/1000
nF foi entregue usando um Gene Pulser (BioRad, Hercules, CA).

As células electroporadas foram deixadas a recuperar durante
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24 horas depois de clones resistentes de blasticidina (5
ng/mL) foram seleccionados. A expressdo de endosialina foi
verificada por FACS e as células foram classificadas para

expressdo elevada.

As células (1,5 x 10° células/poco) foram lavadas e suspensas
em PBS contendo Mg?"/ Cca’" e adicionadas em quadruplicado a uma
placa de 96 ©pocgos revestida com fibronectina e deixou-se
aderir durante 1 hora. Onde indicado, as células foram pré-
incubadas com anticorpo M4 (100 pg/mL) ou isdétipo humano (IgG)
durante 1h antes do inicio dos ensaios. Depois das células
serem deixadas a aderir a placa foi lavada 5 vezes com PBS e a
viabilidade foi medida wutilizando CellTiter-Glo® (Promega,
Madison, WI). A figura 9B mostra que a Ssobre-expressdo dos
resultados da endosialina num aumento da ligacdo celular a
fibronectina pode ser bloqueada por inibidores de endosialina,
como o anticorpo M4, em contraste com os controlos nédo-

especificos, tal como IgG.

Exemplo 7

A ligagdo de endosialina a fibronectina e a fragmentos de

fibronectina

A fibronectina ¢ um grande complexo de glicoproteina que
existe como um dimero covalentemente ligado por uma ponte de
dissulfito na extremidade C-terminal da proteina (Ruoslahti et
al. (1981) J. Biol. Chem., 256:7277-17281; Wierzbicka-
Patynowski & Schwarzbauer (2003) J. Cell Sci., 116:3269-3276;
Magnusson & Mosher (1998) Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.,
18:1363-1370) . Fragmentos de fibronectina, tanto derivados da

degradacdo enzimética como de splicing alternativo, tém sido
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relatados para serem associados com certos estados de doenca e
possuem funcgdes Dbioldgicas distintas (Magnusson & Mosher
(1998) Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 18:1363-1370; Labat-
Robert (2002) Semin. Cancer Biol., 12:187-195; Homandberg
(1999) Front Biosci., 4:D713-730).

A capacidade de Fc-TEM1 para se ligar a diferentes fragmentos
de fibronectina foi avaliada. Quantidades equimolares de
proteinas foram diluidas em tampdo de revestimento (50 mM de
carbonato-bicarbonato, pH 9,4), adicionadas a uma placa de
ELISA (Greiner Bio-one, Monroe, NC) e foram incubadas durante
a noite a 4°C. Todas as placas foram blogueadas com doseamento
tampdo (0,5% de BSA, 0,5 % Tween-20 em PBS) durante 2 h antes
da adicdo de Fc-TEM1l. Seguiu-se 1 hora de incubacdo a
temperatura ambiente e as placas foram lavadas e o anticorpo
HRP cabra anti-IgG humano (H+L) (Jackson  Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA) foi adicionado durante 1 h. O
desenvolvimento da cor foi avaliado wusando o substrato
SureBlue™ TMB peroxidase (KPL, Gaithersburg, MD). Para avaliar
a 1integridade das ©proteinas revestidas a fibronectina o
anticorpo policlonal de coelho dirigido contra a fibronectina
(FN Ab) foi utilizado para detectar que todos os fragmentos FN

foram reconhecidos e revestidos uniformemente.

A fibronectina purificada de comprimento total presente no
plasma humano e fragmentos FN de 120 kDa de fixacdo as células
foram adquiridos da Chemicon Intl. (Temucula, Califdérnia),
fragmentos proteoliticos de 30 kDa, 45 kDa e 70 kDa da Sigma
(St. Louis, Missouri) e os fragmentos de fibronectina humana
recombinante 2 e 4 (FN2 e FN4, respectivamente) a partir de

R&D Systems (Minneapolis, MN).
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Como mostrado na figura 7A, Fc-TEM1 liga-se ao fragmento N-
terminal de 70 kDa de FN e aos seus produtos de clivagem
proteolitica (45 kDa e 30 kDa, fragmentos). A extensdo da
ligacdo variou entre os diferentes fragmentos e foi inferior a
observada com FN de comprimento total. Em contraste, Fc-TEMI1
ndo se ligou ao fragmento de FN de 120 kDa FN ou aos
fragmentos recombinantes Fn2 ou Fn4. Esta falta de ligacdo era
improvavel devido ao revestimento irregular ou degradacdo uma
vez que todos os fragmentos FN foram fortemente detectados por
um anticorpo policlonal anti-FN. Esta é uma prova de que ©
dominio de FN estd envolvido na interaccdo com residuos de
endosialina no interior da porcdo N-terminal de 70 kDa. Para
determinar se a capacidade de 1ligacdo reduzida mediante a
digestdo do fragmento de 70 kDa indica que Fc-TEM1 liga-se a
uma regido localizada em estreita proximidade com o local de
clivagem proteolitica ou que TEM1 reconhece epitopos
dependentes da conformacdo dentro do terminal amino de FN, que
¢ alterado depois da digestédo, a capacidade de Fc-TEM1 para
ligar formas reduzidas de proteinas FN foi examinada. Enquanto
o anticorpo anti-FN foi capaz de reconhecer FN reduzida,
indicando revestimento equivalente, a ligacdo de Fc-TEM1 foi
completamente excisada como mostrado na figura 7B. Semelhante
a toda a FN, o anticorpo anti-endosialina M4 Dblogueou a
ligacdo de Fc-TEM1 ao fragmento de 70 kDa de uma maneira dose-
dependente (figura 7C) enquanto um anticorpo de controlo de
isbétipo ndo teve efeito (figura 7D). Estes resultados indicam
que Fc-TEM1 reconhece epitopos dependentes da conformacdo que
se encontrem no terminal amino da FN que pode ser afectada com

a continuacdo da degradacdo proteolitica.

Exemplo 8
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Associagdo de fibronectina da superficie celular com

endosialina

As células CHO-TEM1 que expressam estavelmente endosialina
(verificada por FACS com anticorpo M4; dados ndo mostrados)
foram geradas. As <células CHO-K1 foram mantidas em RPMI
suplementado com L-glutamina, 1% minimo de aminodcidos
essenciais, piruvato de sdédio, aminodcidos ndo-essenciais e
10% de FBS inactivado pelo calor (Invitrogen, Carlsbhad, CA).
As células CHO-K1 (3E6) (ATCC, Manassas, VA) foram
electroporadas com 10 g de DNA linearizado de plasmideo numa
cuvete de electroporacdo 0,4 milimetros. Um pulso de 170V/1000
BnF foi enpregue usando um Gene Pulser (BioRad, Hercules, CA).
As células electroporadas foram deixadas a recuperar durante
24 horas depois de clones resistentes a blasticidina (5 pg/mL)
foram seleccionados. A expressido de endosialina foi verificada
por FACS e as células foram classificadas para expressédo

elevada.

O nivel de FN da superficie <celular foi analisado por
citometria de fluxo em células CHO-K1 e CHO-TEMl parentais
utilizando um anticorpo policlonal anti-FN. As células foram
colhidas em tampéo de dissociacéo celular (Invitrogen,
Carlsbad, CA), lavadas e ressuspensas em PBS gelado + 1% de
FBS. As células foram incubadas durante 1 hora em gelo com o
anticorpo primério, M4 (10 mpg/mL), lavado e incubado com
anticorpo secundario FITC-conjugado cabra anti-humano
(Southern Biotech, Birmingham, AL) e analisadas num citdmetro
de fluxo EASYCYTE (Guava Technologies, Hayward, CA). Niveis
mais elevados 15-20% de FN da superficie em células CHO-TEMI

em comparacao com as células CHO-K1 foram observados
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constantemente (dados ndo mostrados). A associacdo de FN da

superficie celular com endosialina foi examinada.

Utilizando um anticorpo anti-FN a FN foi imunoprecipitada a
partir de ambos os lisados CHO-K1 e CHO-TEM1, seguido por
Western blot utilizando o© mesmo anticorpo ou um anticorpo
anti-TEM1 (M4). As células (10E7) foram lisadas em tampdo de
radioimunoprecipitacédo (RIPA) (50 mM Tris-HC1l, pH 7,4, 1% de
NP-40, 0,5% desoxicolato de sdédio, NaCl 150 mM, dodecilsulfato
de sd6édio a 0,1% [SDS]) suplementado com cocktail inibidor
completo de mini proteases (Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN) e centrifugado a 13,000 rpm durante 15 min para remover 08
detritos. Proteina G-Sepharose 6 Fast Flow Beads (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) foram lavadas trés vezes com PBS
e o anticorpo anti-FN (1 ng) foi capturado por agitacdo suave
a 4°C. Quantidades iguals de proteina por amostra foram pré-
limpas por meio da adicdo de proteina G ndo ligada. Apds 2
horas de incubacdo, a proteina G foi removida e o sobrenadante
foi adicionado ao complexo anticorpo-Sepharose e incubado
durante a noite a 4°C. Apds lavagem extensiva com tampdo RIPA,
a proteina ligada foi removida por ebulicdo durante 10 minutos
em tampdo amostra NuPAGE® LDS (Invitrogen) contendo 5% (-
mercaptoetanol. As proteinas foram separadas através de
electroforese em gel SDS-poliacrilamida a gel Bis-Tris 4-12%
(Invitrogen) e transferidas para membrana de PVDEF'. A
imunotransferéncia foi realizada usando anticorpos policlonais
de coelho especificos para a fibronectina (Abcam, Cambridge,
MA) ou endosialina (Morphotek, Inc., Exton, PA) detectados com
um anticorpo HRP-conjugado de cabra anti-coelho e visualizada
utilizando Substrato Quimioluminescente Supersignal West Pico
(Pierce, Rockford, IL). A integridade e a pureza de Fc-TEM1

soluvel foram também monitorizadas por Western blot. Proteina
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(5 ng) foi levada a ebulicdo durante 5 min em 4 x tampdo
amostra NuPAGE LDS (Invitrogen) contendo 5% f-mercaptoetanol
submetido a electroforese num gel NuPAGE 4-12% Bis-Tris
(Invitrogen) e transferidas para membrana de PVDF e

imunotransferéncia foi realizada como descrito acima.

Verificou-se que FN pode imunoprecipitar endosialina a partir
de lisados de CHO-TEM1 (dados ndo mostrados). Em contraste, em

lisados celulares imunoprecipitados com IgG normal gue né&o

precipitaram FN ndo se detectou endosialina (dados néo
mostrados) . Pelo menos duas abordagens diferentes (ELISA e co-
immunoprecipitacéo) fornecem forte evidéncia de FN e
interaccéo de endosialina. Resultados semelhantes foram

obtidos utilizando células HEK-293T expressando ectopicamente

endosialina (dados ndo mostrados).

Exemplo 9

Células gque expressam endosialina cultivadas em Matrigel

formam estruturas tipo teia

Enquanto ndoc foram observadas diferencas no crescimento ou
sobrevivéncia entre células parentais CHO-K1 e CHO-TEMI1
cultivadas em superficie pléastica, uma morfologia
drasticamente diferente foi observada gquando estas células
foram cultivadas em Matrigel. As células CHO-K1 parentais
cresceram em aglomerados de células isolados com saliéncias
minimas apds 2 dias de cultura (figura 8, painéis superiores),
enquanto as células CHO-TEM1 cresceram em aglomerados formando
uma rede de teia semelhante (figura 8, ©painel inferior
esquerdo) . Além disso, células CHO-TEM1 dentro do aglomerado

exibiu perturberédncias alcancando outros aglomerados (Figura
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8, painel inferior direito). Ao longo do tempo, as células
CHO-TEM1 mas nédo as células CHO-K1 aproximaram-se umas das
outras para formar agregados maiores (dados ndo mostrados).

Exemplo 10

A expressdo de endosialina aumenta a adesdo celular a

fibronectina e aos 70 kD ou 30 kD N-Terminal de fibronectina

Para avaliar a aderéncia aos fragmentos FN, quantidades
equimolares de fragmentos de proteina foram pré-revestidas
durante a noite e, em seguida, blogueadas durante 2 h com PBS
contendo 10 mg/mL de BSA. Matrigel serviu como controlo
positivo. As células CHO-K1 ou CHO-TEM1 (1,5 X 10°
células/poco) colhidas em tampdo de dissociacdo celular foram
lavadas e suspensas em PBS contendo Mg%'/CaZ‘+ e adicionadas em
quadruplicado a um Kit da adesdo celular (Millipore) ou
plaqueadas em placas individuais revestidas com FN, LN, Gel e
Col I (BD Biosciences) e deixou-se aderir durante 1 h. Apds a
incubacdo, <cada poco foi lavado 5 wvezes <com PBS e a
viabilidade foi medida utilizando CellTiter-Glo®. Onde
indicado, as células foram pré-incubadas com anticorpo durante
1 hora antes do inicio do ensaio. Como mostrado na figura 93,
0 numero de células CHO-TEM1 aderentes foi 6 vezes maior do
que o numero de células CHO-K1 parentais em pocos revestidos
com FN. N&o foram observadas diferencas significativas na
adesdo entre CHO-K1 e CHO-TEM]1 em superficies revestidas com
laminina ou vitronectina, enquanto que, a adeséo aos
colagénios e tenascina era demasiado fraca para avaliar as
diferencas de valor (figura 9A). O pré-tratamento das células
CHO-TEM1 com anticorpo M4 resultou na reducdo de 50% da adeséo

celular TEM1-FN-dependente, ao passo dque, o anticorpo de

83



controlo IgG né&do teve efeito (figura 9B). Tratamento com o
anticorpo M4 nao afectou FN-dependente, adesdo celular
independente de endosialina (adesdo de referéncia) de células

CHO-K1 parentais.

As placas foram pré-revestidas com quantidades equimolares de
FN completa, fragmentos proteoliticos de FN e Matrigel. As
células CHO-TEM1 mostraram um aumento 3 a 5 vezes maior de
adesdo a FN, fragmentos de 70 kDa e 30 kDa, em comparacdo com
as células CHO-K1 parentais, enquanto nenhuma adesédo
significativa foi observada a fragmentos 45 kDa ou fragmentos
FN2. As células CHO-TEMl 1ligam-se a Matrigel cinco vezes
melhor do que as células CHO-K1 (figura 9C). Estes dados
indicam que a endosialina aumenta a adesdo das células a
matrizes extracelulares e que o N-terminal de FN esté

envolvido nestas interaccodes.

Exemplo 11

Endosialina liga-se Colagénio I e M4 inibe essa ligagdo

Uma placa de 96 pocos pré-revestida com colagénio I foi
utilizada para avaliar a capacidade de M4 para bloquear a
ligacdo de Fc-TEM1. A placa foi bloqueada com tampdo de ensaio
(0,5% BSA, 0,5% Tween-20 em PBS) durante 2 h antes da adicéo
de proteina na concentracdo indicada (pg/mL). Fc-TEM1 foi pré-
incubada durante 1h a 4°C com os anticorpos M4 ou isdtipo
humano (IgG humano). O complexo proteina/anticorpo foi entdo
adicionado a placa de Col I revestida e deixou-se a aderir
durante 1 h a temperatura ambiente, altura em que as placas
foram lavadas e o anticorpo HRP de cabra anti-IgG humano (H+L)

(Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) foi
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adicionado durante 1lh. O desenvolvimento da cor foi avaliado
usando o) substrato SureBlue™ TMB peroxidase (KPL,
Gaithersburg, MD). Como mostrado na figura 10, a sobre-
expressdo da endosialina resulta num aumento de ligacédo
celular a Col I gue pode ser blogqueada por inibidores da
endosialina tal como M4, em contraste com os controlos tal
como IgG ndo especifico. RbtTEM]1 também suprimiu a ligacdo de

Fc-TEM1 para Col I (dados ndo mostrados).

Exemplo 12

Endosialina aumenta a adesdo celular ao colagénio

As células CHO-K1 ou CHO-TEM1 (1,5 «x 10° células/poco) foram
lavadas e suspensas em PBS contendo Mgz*'/Ca2+ e adicionadas em
quadruplicado a uma placa de 96 pocgos revestidos com colagénio
I e deixadas a aderir durante os tempos indicados. Depois das
células terem sido deixadas a aderir a placa foi lavada 5
vezes com PBS e a viabilidade foi medida utilizando CellTiter-
Glo®. Como mostrado na figura 11 a sobre-expressédo de
endosialina resulta num aumento da ligacdo da célula a

Colagénio I.

Exemplo 13

Ensaio de migrag¢do celular

O sistema BD BioCoat™ para invasdo tumoral (BD Bioscience) e
fibronectina humana inserida em culturas de células (BD
Bioscience) foram utilizados para avaliar a migracdo celular
mediada por TEM1l. As células foram recolhidas com um tampdo de

dissociagcdo de <células n&do enzimatico e diluidas para uma
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concentracdo de 4E5 células/mL em média de crescimento,
suplementado com 2% de soro fetal de bovino (FBS) e 500 upL de
suspensdo celular foi adicionado a cémara de topo do inserto
de membrana. Para criar um gradiente foi adicionado um meio de
crescimento contendo 20% de FBS foi adicionado a cémara do
fundo. As células foram incubadas durante 48 horas, apbs esse
tempo a insercdo foi removida e as células gque migraram
através da membrana <revestida foram contadas utilizando
CellTiter-Glo (Promega). As células foram pré-tratadas com o
anticorpo como indicado na descricdo da figura 12 e a migracéo
foi avaliada na presenca continua de anticorpos. Para examinar
a formacdo de tubulos em Matrigel as células (células
8E4/poco) foram adicionadas a uma placa de 96 pocos revestidos
com Matrigel (BD Bioscience), 1incubada durante a noite e

fotografada com a ampliacdo de 200-400x.

Como mostrado na Figura 127, as células CHO-K1 exibiram
migracdo celular modesta, ao passo que, as células CHO-TEMI
apresentaram uma migracdo 10 vezes superior. Tratamento com
anticorpo M4, mas ndo com controlo IgG, aboliu a migracédo de
células CHO-TEM1l. Resultados semelhantes foram observados em
experimentos de migracdo que utilizaram cémaras transpogo

revestidas com FN (figura 12B).

Exemplo 14

Endosialina aumenta a actividade de MMP-9

Endosialina, MMP-2 e Col IV mostraram co-localizacdo em A&reas
de tecidos caracterizadas por saliéncias em forma de dedo de
processos angiogénicos precoces (Virgintino et al. (2007)

Angiogenesis, 10:35-45). Para avaliar a actividade de MMP as
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células foram semeadas numa placa de 6 pogcos e privadas de
soro durante 48 h. O sobrenadante da cultura foi recolhido e
clarificado por centrifugacdo (13,000 rpm, 15 min.) a 4°C para
remover todos os detritos. Quantidades iguais de proteina
foram submetidas a zimografia de gelatina e caseina sob
condicdes ndo redutoras (Invitrogen) de acordo com o protocolo
do fabricante. Os controlos positivos de MMP-2 humana e MMP-9
(Chemicon, International) foram wutilizados para indicar a
migracdo de MMP-2 e MMP-9 e utilizado como referéncia para os
sobrenadantes de CHO-K1 e CHO-TEM1l. Como mostrado na figura 13
a actividade de MMP-9 foi significativamente aumentada em
células CHO-TEM1 em comparacdo com  as células CHO-K1
parentais. 0 reforco da actividade de MMP-9 esta
correlacionado com o aumento da secrecdo da proteina MMP-9 no
sobrenadante de células CHO-TEM1 como medido por ELISA
especifico da MMP (dados ndo mostrados). Estes dados indicam
que a inducdo da secrecdo de MMP-9 contribui para a capacidade
de migracdo melhorada de células CHO-TEM1l através de Matrigel

e de transpocos revestidos com FN aqui demonstrado.

Exemplo 15

Endosialina aumenta a actividade da B-integrina

As integrinas (e.qg., a4, a5B) sdo receptores bem
caracterizados que medeiam a adesdo celular dependente de FN
(Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer 2003; Magnusson &
Mosher, 1998) . Além disso, um receptor celular nao
identificado foi funcionalmente descrito que se liga a regiédo
de 70 kDa N-terminal de FN (McKeown Longo-& Mosher (1983) J.
Cell Biol., 97:466-472) e é necessario para expor o local de

ligacdo critico da integrina (ponto RGD) de FN soluvel
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envolvido com as interacgdes integrina-FN e FN-FN (Tomasini-
Johansson et al. (2006) Matrix Biol., 25:282-293; McKeown
Longo-& Mosher (1985) J. Cell Biol., 100:364-374) . A
endosialina ¢é aqui identificada como um novo receptor que
interage com a regido N-terminal de 70 kDa de FN e melhora a
adesdo celular dependente de FN. O melhoramento da ligacdo de
FN medido nesses gsistemas celulares 1in vitro pode ser o
resultado de uma interaccdo sequencial com endosialina e

integrinas.

Células humanas embriondrias de rim 293 (HEK293) foram
transfectadas com um vector que expressa endosialina ou cDNA
simulado. As células confirmaram expressar endosialina da
superficie celular (293TEM1) enquanto aquelas transfectadas
com o simulado (293T) ndo o fizeram. As células foram testadas
para a capacidade de regular a expressdo e a actividade de
integrina na presenca do anticorpo M4. A figura 14B mostra que
a sobre-expressdo da endosialina resulta num aumento da
actividade da integrina Bl em relacdo as células de controlo.
A figura 14A mostra que a expressdo de integrina 1 da
superficie celular nédo foi alterada. O tratamento de células
com o inibidor de endosialina M4 resultou na supressido da
actividade de integrina enquanto nenhum efeito sobre os niveis
da superficie celular foi observado (figura 14B). Embora né&o
desejando ficar ligado a qualguer teoria, a interaccdo entre a
endosialina e o fragmento N-terminal de 70 kDa de FN soluvel
pode ser responsavel por iniciar a montagem de FN numa forma

de elevada afinidade multimérica capaz de ligar integrinas.

Exemplo 16

M4.1 reconhece TEM1 humana ndo reduzida mas ndo TEMl1l de murina
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Células CHO-TEMI1, células 2H11 de rato, células CHO-K1
parentais, as células NSO de rato e células MS1 de rato foram
cultivadas em RPMI 1640 completo (RPMI1640; piruvato de sdédio;
aminocadcidos né&do essenciais; L-glutamina e FBS; Invitrogen
Corp.). Pericitos primdrios humanos foram cultivados em meio
de pericitos (500 mL de meio basal (Cat #1201), 10 mL (2%) de
soro fetal bovino (FBS, Cat Nr: 0025), 5 mL de suplemento de
crescimento de pericitos (PGS, Cat Nr: 1252) e 5 mL de solucgédo
de penicilina/estreptomicina (P/S, Cat Nr: 0503); Invitogen
Corp.). As células foram cultivadas a 37°C e 5% de CO02 numa
incubadora humidificada. As células foram deixadas a aderir
com TrypLE™ Select (Invitrogen Corp., catdlogo nr: 12563-011)
foram lavadas e contadas. As células foram lisadas em 2x10’
células em tampdo de lise RIPA contendo inibidores de
proteases e incubados em gelo durante 10 minutos. O material
insoltvel foi sedimentado a 10,000xG durante 10 minutos a 4°C
e o0s sobrenadantes foram transferidos para tubos novos. As
aligquotas foram misturadas com um volume igual de 2 vezes
tampdo de carregamento de proteina com ou sem 10% de 2-
mercaptoetanol (agente de reducdo). 15 pl (1,5 x 10° células)
de lisado foram carregados para um poco de 15 pocos 4-12%
Bis/Tris SDS-PAGE gel e sujeito a electroforese durante 30
minutos a 200V em tampdo de corrida MES. Fez-se o
electroblotting do gel para PVDF e depois blogquou-se durante 1
hora a temperatura ambiente com agitacdo em 5% de leite-TBST
(5% M-TBST). Manchas de M4.1 foram sondadas com M4.1 em 5% M-

TBST a 3,3 pg/mL durante a noite a 4°C.
Anticorpos policlonais anti-TEM1 transferidos foram sondados

com uma diluicdo de 1:300 (4,5 mg/mL, Nr de Lote: NB487-76) de

anticorpo em 5% M-TBST durante a noite a 4°C. O anticorpo
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M4.1, como o anticorpo M4, é um anticorpo humanizado para a
endosialina humana. As membranas foram lavadas 5 vezes durante
5 minutos cada com 30 mL de TBST a temperatura ambiente. HRP
conjugado cabra anti-IgG humano (H+L) (Jackson Immuno, 1 mg/mL
de stock) foi diluido 1:20,000 em 5% M-TBST como um anticorpo
secunddrio para sondar os transferidos de M4.1 durante 30
minutos a temperatura ambiente. Anticorpo secundario HRP
conjugado cabra anti-coelho (H+L) foi usado para manchar os
policlonais anti-TEM1 durante 30 minutos a temperatura
ambiente. As membranas foram lavadas 5 vezes durante 5 minutos
cada, com 30 mL de TBST a temperatura ambiente. O sinal foi
detectado por quimioluminescéncia wutilizando o sistema de
deteccdo de mancha Western Femto (Pierce) de acordo com O

manual.

Tal como ilustrado na figura 15, M4.1 reconhece TEM1l humano
ndo reduzido em células CHO-TEM1 e células de pericitos
primdrios humanos mas ndo TEM]1 de murina (SEQ ID NO: 2) em
células 2811 de rato (figura 15). Policlonal de coelho contra
TEM1 humano (rabPAb TEM1l) reconhece TEMl humano em células
CHO-TEM1 e pericitos humanos mas também em células TEMl de
murina em células 2511 de rato. Nem M4.l1 nem rabPAb TEMI
reagiram contra lisados de células CHO-KI1 parentais ou células
de rato NSO e células MS1 devido a falta de expressdo de TEMI
nestas células. Apenas rabPAb TEM]l reagiu com TEMl humano
reduzido ainda que em menor extensdo quando comparado com TEMI1

ndo reduzido.

A presente invencdo ndo estada limitada as metodologias
descritas e exemplificadas acima, mas & susceptivel de
variacdes e modificacdes dentro do admbito das reivindicacdes

anexas.
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
que se ligue especificamente a endosialina e que iniba a
interaccdo da endosialina expressa na superficie de uma célula
com colagénio ou fibronectina, para uso na inibicdo de

neovascularizacdo ou angiogénese no neoplasma de um sujeito.

2. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em que o referido
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio ndo se liga a

endosialina de murina.

3. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em qgque o valor da afinidade de ligacdo do dito
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigénio para a

endosialina é menor que 1 x 107/ M.

4. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o referido anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio é um anticorpo quimérico ou fragmento de
ligacdo ao antigénio quimérico, ou ¢ um anticorpo humanizado

ou fragmento de ligacdo ao antigénio humanizado.

5. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualgquer uma das <reivindicacdes
anteriores, em que o referido anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigénio compreende uma cadeia pesada incluindo

CDR1 da SEQ ID NO: 28, CRZ da SEQ ID NO: 30 e CDR3 da SEQ ID



NO: 32 e uma cadeia leve incluindo CDR1 da SEQ ID NO: 13, CDR2
da SEQ ID NO: 15 e CDR3 da SEQ ID NO: 17.

6. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com a reivindicacdo 5, em gque o anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigénio compreende uma cadeia
pesada incluindo um dominio varidvel da SEQ ID NO: 34 e uma

cadeia leve incluindo um dominio varidvel da SEQ ID NO: 19.

7. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com a reivindicacgdo 6, em gque o anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigénio compreende uma cadeia
pesada incluindo a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 22
ou 26 e uma cadeia leve incluindo a sequéncia de aminoécidos

da SEQ ID NO: 11.

8. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualgquer uma das <reivindicacdes
anteriores, em que o anticorpo é produzido por células que tém
0 numero de acesso ATCC: PTA-7554 ou o numero de acesso ATCC:

PTA-9017.

9. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualgquer uma das <reivindicacdes

anteriores, em que a referida célula é uma célula de mamifero.
10. Um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigénio
para uso de acordo com qualgquer uma das <reivindicacdes

anteriores, em que a referida célula é uma célula neopléasica.

Lisboa, 7 de Marco de 2014.



METODOS PARA INIBIR A LIGACAO DA ENDOSIALINA A LIGANDOS

RESUMO

A invencdo proporciona métodos para inibir a interaccdo da
endosialina com ligandos da endosialina. A inibicédo ¢é
efectuada bloqueando a interaccdo da endosialina expressa
na superficie de uma célula com os ligandos tais como
fibronectina e colagénio com um anticorpo anti-

endosialina.
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Expressio da Integrina B activa em células 293T »
293TITEMT +/- M4
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