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RESUMO

"Antigénios relacionados com A-33 e suas utilizagdes
farmacolégicas"

O presente invento refere-se a composicdes e a métodos de
tratamento e diagnéstico de desordens caracterizadas pela
presenca de antigénios associados a doengas inflamatdrias e/ou
a cancro, e a sequéncias de nucledtidos, incluindo marcadores
de sequéncia expressa (EST, "expressed seguence tags"), sondas
oligonucleotidicas, polipéptidos, vectores e células
hospedeiras que expressam estes antigénios PR0O301, PR0O362 ou
PRO245.
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DESCRICAO

"Antigénios relacionados com A-33 e suas utilizagdes
farmacolégicas"

CAMPO DO INVENTO

O presente invento refere-se em geral a identificacéo,
isolamento e produgdo recombinante de novos ADN e a novos
polipéptidos cuja presenga estd associada a doencas
inflamatérias (antigénios associados a inflamagdo) e/ou ao
cancro, e a composicdes e métodos para diagndstico e
tratamento de condig¢des caracterizadas por estes antigénios.

ANTECEDENTES DO INVENTO

A resposta inflamatdéria é complexa e é mediada por uma
variedade de moléculas de sinalizac¢do produzidas localmente
por mastdécitos, terminais nervosos, plaguetas, leucdcitos e
activagao de complemento. Algumas destas moléculas de
sinalizacdoc fazem com que o revestimento de c¢élulas
endoteliais se torne mais poroso e/ou mesmo gue estas
expressem selectinas que actuam como moléculas de superficie
celular que reconhecem e atraem leucdcitos através de
reconhecimento especifico de hidratos de carbono. A ligacédoc de
leucdédcitos mais forte é mediada por integrinas, que medeiam o
movimento de leucdcitos através do endotélio. Moléculas de
sinalizacdoc adicionais actuam como atractores quimicos,
fazendo com que os leucdcitos ligados se movimentem muito
lentamente no sentido da fonte do atractor. Outras moléculas
de sinalizacdo, produzidas no decurso de uma resposta
inflamatdria, escapam-se para © sangue e estimulam a medula
6ssea a produzir mais leucdcitos e a liberta-los para a
corrente sanguinea.

A inflamagdo ¢ tipicamente iniciada por um antigénio, que
pode ser virtualmente qualquer molécula capaz de iniciar uma
resposta imunitdria. Sob condigdes fisioldgicas normais sdo
moléculas estranhas, mas moléculas geradas pelo préprio
organismo podem servir como catalisador, como se sabe que
ocorre em varios estados de doenca.

A proliferagdo de células T numa cultura linfocitaria
mista ou numa reacg¢do linfocitdria mista (MLR) € uma indicacédo
estabelecida da capacidade de um composto para estimular o
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sistema imunitdrio. Numa resposta inflamatdria, os leucdcitos
que respondem podem ser neutréfilos, eosindfilos, mondcitos ou
linfdécitos. O exame histoldégico dos tecidos afectados
proporciona evidéncias de uma resposta imunitdria estimulante
ou inibidora. Ver Current Protocols in Immunolgy, ed. John E.
Coligan, 1994, John Wiley and Sons. Inc.

Docenga inflamatéria do intestino (DII) ¢é um termo
utilizado para descrever colectivamente desordens intestinais
incluindo colite ulcerosa (CU) e a doenca de Crohn (DC), que
sdo ambas classificadas como desordens distintas, mas dgue
partilham aspectos particulares e que provavelmente partilham
a patologia. A semelhanga dos critérios de diagndstico pode
tornar dificil de determinar com exactiddo qual das duas
desordens estd presente num paciente; no entanto, o tipo e a
localizagdc da lesdo sdo tipicamente diferentes em cada uma.
As lesBes de CU sdo caracteristicamente uma ulcera superficial
da mucosa e surgem no cdélon, proximal ao recto. As lesdes de
DC sdo caracteristicamente fissuras lineares extensas, e podem
surgir em qualquer local no intestino, ocasionalmente
envolvendo o estdmago, esdfago e duodeno.

Os tratamentos convencionais para a DII envolvenm
usualmente a administracgédo de agentes anti-inflamatdrios ou
imunossupressores, tais como sulfassalazina, corticosterdides.
6-mercaptopurina/azatioprina ou ciclosporina, que proporcionam
apenas um alivio parcial ao paciente afectado. Contudo, guando
as terapias anti-inflamatéria/imunossupressora falham, as
colectomias sdao a ultima 1linha de defesa. A cirurgia é
requerida para cerca de 30% dos pacientes de DC durante o
primeiro ano apds diagndstico, a probabilidade do procedimento
operatério aumentando  depois cerca de 5% anualmente.
Infelizmente, a DC tem também uma elevada taxa de recorréncia,
uma vez que cerca de 5% dos pacientes requerem cirurgia
subsequente apds o© ano inicial. Os pacientes com CU tém
adicionalmente um  risco substancialmente acrescido de
desenvolverem cancro colorrectal. Presumivelmente, isto ¢é
devido aos ciclos recorrentes de lesdo no epitélio, seguida de
recrescimento, com aumentos continuos do risco de
transformagdo neopldsica.

Um membro recentemente revelado da superfamilia de
imunoglobulinas conhecido como Molécula de Adesdo de Jungao
(JAM, do inglés "Junctional  Adhesion  Molecule") foi
recentemente identificado Como estando concentrado



EP 1 481 990/PT

selectivamente nas Juncgdes intercelulares de células
endoteliais e epiteliais de diferentes origens. Manin-Padura,
I. et al., J. Cell Biol. 142(1): 117-27 (1998). A JAM ¢é uma
proteina de membrana integral do tipo I com duas voltas de
dissulfureto intracadeia extracelulares do tipo V. A JAM
comporta uma homologia substancial com o antigénio A33 (Fig. 1
ou Fig. 18). Constatou-se que um anticorpo monoclonal dirigido
contra a JAM inibe a transmigrag¢do espontdnea e induzida por
quimioguina de mondécitos através de uma monocamada de células
endoteliais in vitro. Martin-Padura, supra.

Constatou-se recentemente que a expressdo de JAM estd
aumentada no cdélon de ratinhos CRF2-4-/- com colite. Os
ratinhos CRF2-4-/- (ratinhos "knockout"™ relativamente A&
subunidade IL-10R) desenvolvem uma colite espontanea mediada
por linfécitos, mondcitos e neutrdéfilos. Varios dos animais
desenvolveram também adenocarcinoma do cdélon. Como resultado,
¢ previsivel que os compostos do invento sejam provavelmente
expressos com niveis elevados ou estejam de outro modo
associados a doencgas humanas tais como doenca inflamatdria do
intestino, outras doengas inflamatdérias intestinais, bem como
carcinoma colorrectal.

Os compostos do invento comportam também uma homologia
significativa com o antigénio A33, um marcador conhecido
associado ao cancro colorrectal. O antigénio A33 é expressc em
mais de 90% dos cancros do cdélon primarios ou metastdticos,
bem como no epitélio normal do cdélon. Em carcinomas com origem
na mucosa do célon, o antigénio A33 é expresso homogeneamente
em mais de 95% de todos os casos. O antigénio A33, porém, ndo
tem sido detectado numa vasta gama de outros tecidos normais,
i.e., a sua expressdo parece ser especifica do ¢érgdo. Deste
modo, © antigénio A33 parece desempenhar um papel importante
na inducao do cancro colorrectal.

Una vez gque o© cancro do cdélon é uma doenga comum, O
diagndstico e o tratamento precoces sao um objectivo médico
importante. O diagndéstico e tratamento do cancro do cdédlon
podem ser implementados utilizando anticorpos monoclonais
(mADb) especificos, possuindo para o efeito marcadores
fluorescentes, magnéticos nucleares ou radiocactivos. Podem-se
utilizar mAb marcados com genes radioactivos, toxinas e/ou
farmacos, para tratamento in situ com uma descrigdo minima
para o paciente. Podem-se também utilizar mAb para diagndstico
durante o diagnoéstico e tratamento de cancros do célon. Por
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exemplo, quandc o©s niveis séricos do antigénio A33 estdo
elevados num paciente, uma queda dos niveis apds cirurgia
indicara que a ressecgdo do tumor foi bem sucedida. Por outro
lado, um aumento subsequente nos niveis de antigénio A33 no
soro apdés cirurgia indicard que se podem ter formado
metdstases do tumor original ou que podem ter aparecido novos
tumores primarios.

Estes anticorpos monoclonais podem ser utilizados em
alternativa ou conjuntamente com cirurgia e/ou outras
quimioterapias. Por exemplo, estudos pré-clinicos de andlise e
localizagdo em pacientes infectados com carcinoma colorrectal
com um mAb em relagdo a A33 sao descritos em Welt et al., J.
Clin. Oncol. 8: 1894-1906 (1990) e Welt et al., J. Clin.
Oncol. 12: 1561-1571 (1994), enguanto que a Patente dos E.U.A.
n.° 4 579 827 e o Pedido de Patente n.° de série US 424 991
(EP 199 141) sdo dirigidos a administragdo terapéutica de
anticorpos monoclonais, referindo-se esta Ultima a aplicacao
de mAb anti-A33.

Os W098/40483 & W098/42739, publicados na terceira data
de prioridade do presente pedido de patente, ou

posteriormente, revelam sequéncias similares as do PR0O245.

SUMARIO DO INVENTO

O presente invento refere-se adicionalmente a composicgdes
e métodos para o diagndéstico e tratamento de doengas
inflamatérias em mamiferos, incluindo seres humanos. 0
presente 1invento ¢é baseado na identificagcdo de proteinas
(incluindo anticorpos agonistas e antagonistas) que estimulam
ou inibem a resposta imunitdria em memiferos. As doengas
inflamatérias podem ser tratadas por supressac da resposta
inflamatéria. Moléculas que intensificam uma resposta
inflamatdéria estimulam ou potenciam a resposta imunitdria a um
antigénioc. Moléculas que estimulam uma resposta inflamatéria
podem ser inibidas quando a supressac da resposta inflamatdria
é benéfica. Moléculas que estimulam a resposta inflamatdria
podem ser utilizadas terapeuticamente quando a melhoria da
resposta inflamatéria é benéfica. Estas moléculas estimulantes
podem também ser inibidas quando a supressao da resposta
inflamatéria é util. Os anticorpos neutralizantes sdao exemplos
de moléculas que inibem moléculas possuindo actividade
imuncestimulante e que serao Dbenéficos no tratamento de
doencas inflamatdérias. Moléculas gque 1inibem & resposta
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inflamatdria podemn também ser utilizadas (proteinas,
directamente ou através da wutilizagao de agonistas de
anticorpos) para inibir a resposta inflamatdéria e assim
melhorar doencas inflamatdrias.

Por conseguinte, as proteinas do invento sdao uteis para
diagnéstico e/ou tratamento (incluindo prevencgdo) de doencgas
imuno-relacionadas. Anticorpos que se ligam a proteinas
estimulantes sdo Uteis para suprimir a resposta inflamatédria.
Anticorpos que se ligam a proteinas inibidoras sao uteis para
estimular a resposta inflamatéria e o sistema imunitdrio. As
proteinas e anticorpos do invento sdo também Uteis para
preparar remédios e medicamentos para o tratamento de doencgas
inflamatdérias e imuno-relacionadas.

Conforme definido nas reivindicagbes, O invento refere-se
a utilizacgdes médicas do polipéptido PRO245, e a antagonistas
de polipéptido PR0O245 gue inibem uma ou mais das fungdes ou
actividades dos polipéptidos PR0O301, PRO362 ou PRO245, para
utilizacdo num método de tratamento.

O antagonista de PRO245 pode ser utilizado no tratamento
de uma doenca inflamatdria, por administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz a um paciente que o
necessite para o tratamento de uma doenga seleccionada entre
doenca inflamatdéria do intestino, lupus eritematoso sistémico,

artrite reumatoide, artrite crdénica juvenil,
espondiloartropatias, esclerose sistémica (esclerodermia),
miopatias inflamatérias idiopaticas (dermatomiosite,

polimicsite), sindrome de Sjdgren, vasculite sistémica,
sarcoidose, anemia hemolitica auto-imune (pancitopenia imune,
hemoglobinuria paroxistica nocturna), trombocitopenia auto-
imune (pUrpura trombocitopénica idiopdtica, trombocitopenia
imunomediada), tiroidite (doenca de Grave, tiroidite de
Hashimoto, tiroidite linfocitica juvenil, tiroidite atrdéfica),
diabetes mellitus, doenca renal imunomediada
(glomerulonefrite, nefrite tubulo-intersticial), doencas
desmielinizantes dos sistemas nervosos central e periférico
tais como esclerose multipla, polineurcpatia idiopédtica,
doencas hepatobiliares tais Como hepatite infecciosa
(hepatites A, B, C, D, E e outros virus nao hepatotrépicos),
hepatite activa crénica auto-imune, cirrose biliar primdria,
hepatite granulomatosa, e <colangite esclerosante, doengas
inflamatdérias e fibrdticas do pulmido (e.qg., fibrose cistica,
pneumonias eosindéfilas, fibrose pulmonar idiopatica e
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pneumonite de hipersensibilidade), enteropatia sensivel ao
gliten, doenca de Whipple, doencas de pele auto-imunes ou
imunomediadas incluindo doengas bolhosas de pele, eritema
multiforme e dermatite de contacto, psoriase, doencas
alérgicas do pulmdo tais como pneumcnias eosindfilas, fibrose
pulmonar idiopatica e pneumonite de hipersensibilidade,
doencas associadas a transplantacao incluindo rejeicdao de
enxertos e doenca de enxerto-versus-hospedeiro.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra uma comparagdo entre os polipéptidos
codificados e o antigénio A33 (SEQ ID NO:6), DNA40628
(SEQ ID NO:1), DNA45416 (SEQ ID NO:2), DNA35638 (SEQ ID NO:9)
e JAM (SEQ ID NO:10). O DNA35638 & aqui revelado, o DNR40628 e
0 DNA45416 sdo revelados em W099/27098, a partir do qual este
pedido de patente foi dividido.

A Figura 2 mostra a sequéncia de nucledtidos
(SEQ ID NO:8) de um ADNc de PR0O245 de sequéncia nativa, onde a
sequéncia de nucledtidos ¢ designada por "UNQ219" e/ou
"DNA35638",

A Figura 3 mostra a sequéncia de aminodcidos derivada de
um  polipéptido PR0O245 de sequéncia nativa (SEQ ID NO:9)
codificado pela sequéncia de nucledtidos da Figura 2
(DNA35638, SEQ ID NO:8).

A Figura 4 mostra uma identidade de 24,3% entre a
sequéncia de aminocdcidos codificada por DNA35638 (SEQ ID NO:9)
e 0 antigénio A33 (SEQ ID NO:6).

A Figura 5 mostra uma identidade de 34,2% entre a
sequéncia de aminoacidos codificada por DNA35638
(SEQ ID NO:29) e a JAM (SEQ ID NO:10).

A Figura 6 mostra uma identidade de 26% entre a sequéncia
de aminoAcidos codificada de antigénio A33 (SEQ ID NO:6) e JAM
(SEQ ID NO:10).

A Figura 7 mostra os resultados do ensaio de expressdc de
ARNm Tagman descrito no Exemplo 5.
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DESCRIQKO DETALHADA DAS CONCRETIZAQ6ES PREFERIDAS

1. Definigées

Os termos "PRO245" ou "polipéptido PRO245" e "antigénio
associado a cancro", guando aqui utilizados, abrangem PR0O245
de seguéncia nativa e suas variantes (que sao adicionalmente
aqui definidas). O PR0245 pode ser 1isolado a partir de uma
variedade de fontes, tal como a partir de tipos de tecidos
humanos ou de outra fonte, ou preparado por métodos
recombinantes ou de sintese.

O termo "doen¢a inflamatdria" significa uma doeng¢a na
qual um componente do sistema imunitario de um mamifero causa,
medeia ou de outro modo contribuli para uma resposta
inflamatdria contribuindo para a morbidade no mamifero. Sao
também incluidas doencas nas quais a estimulacdo ou
intervengdo da resposta inflamatéria tem um efeito de melhoria
na progressao da doenga. Estdo incluidas neste termo as
doencas inflamatdérias imunomediadas.

O termo doenga "mediada por células T" significa uma
doenca na gual as células T medeiam directa ou indirectamente,
ou de outro modo contribuem para, a morbidade num mamifero. A
doenca mediada por células T pode estar associada com efeitos
mediades por células, efeitos mediados por linfoquinas, etc. e
mesmo efeitos associados a células B se as células B forem
estimuladas, por exemplo, pelas linfoquinas segregadas por
células T.

Exemplos de doengas inflamatérias e imuno-relacionadas,
algumas das quais mediadas por c¢élulas T, que podem ser
tratadas de acordo com ¢ invento incluem: doenca inflamatdéria
do intestino, lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide,
artrite crdénica Jjuvenil, espondiloartropatias, esclerose
sistémica (esclerodermia), miopatias inflamatérias idiopaticas
(dermatomiosite, polimiosite), sindrome de Sjdgren, vasculite
sistémica, sarcoidose, anemia hemolitica auto-imune
(pancitopenia dimune, hemoglobintria paroxistica nocturna),
trombocitopenia auto-imune (plrpura trombocitopénica
idiopatica, trombocitopenia imunomediada), tiroidite (doenga
de Grave, tiroidite de Hashimoto, tiroidite 1linfocitica
juvenil, tiroidite atrdéfica), diabetes mellitus, doenga renal
imunomediada (glomerulonefrite, nefrite tubulo-intersticial),
doencas desmielinizantes dos sistemas nervosos central e
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periférico tais como esclerose multipla, polineurcpatia
idiopatica, doencgas hepatobiliares tais como hepatite
infecciosa (hepatites A, B, C, D, E e outros vwvirus nao
hepatotrdépicos), hepatite activa crénica auto-imune, cirrose
biliar primaria, hepatite granulomatosa e colangite
esclerosante, doengas 1inflamatérias e fibréticas do pulmio
(e.g., fibrose «cistica), entercopatia sensivel ao gluten,
doenga de Whipple, doencas de pele auto-imunes ou
imunomediadas 1incluindo doenc¢as bolhosas de pele, eritema
multiforme e dermatite de contacto, psoriase, doencas
alérgicas do pulmdo tais pneumonias eosindéfilas, fibrose
pulmonar idiopatica e pneumonite de  hipersensibilidade,
doencas associadas a transplantagao incluindo rejeicdo de
enxertos e doencga de enxerto-versus-hospedeiro.

"Tumor", como aqui utilizado, refere-se ao crescimento e
proliferacdo de todas a células neopldsicas, quer malignas
quer benignas, e de todos os tecidos e células pré-cancerosas.

Os termos "cancro" e "canceroso" referem-se a, ou
descrevem, a condicao fisioldgica em mamiferos que &
tipicamente caracterizada por crescimento celular desregulado.
Exemplos de cancro incluem, mas nao estao limitados a,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e leucemia. Exemplos
mais particulares destes cancros incluem cancro da mama,
cancro da prostata, cancro do c6lon, cancro de células
escamosas, cancro do pulmdo de células pequenas, cancro do
pulmdo ndo de células pequenas, cancro gastrintestinal, cancro
pancredtico, glioblastoma, cancro cervical, cancro do ovario,
cancro do figado, cancro da bexiga, hepatoma, cancro
colorrectal, carcinoma endometrial, carcinoma da glandula
salivar, cancro do rim, cancro do figado, cancro da vulva,
cancro da tirdide, carcinoma hepdtico e varios tipos de cancro
da cabeca e pescogo.

"Tratamento" é uma intervencdo realizada com a intencao
de impedir o desenvolvimento ou a alteracao da patologia de
uma desordem. Deste modo, "tratamento" refere-se tanto ao
tratamento terapéutico como a medidas profildcticas ou
preventivas. Os necessitados de tratamento incluem aqueles ja
com a desordem bem como aqueles onde se pretende prevenir a
desordem. No tratamento de uma doenca imuno-relacionada, um
agente terapéutico diminui ou aumenta directamente a magnitude
da resposta de um componente da resposta imunitdria, ou torna
a doenca mais susceptivel a tratamento por outros agentes
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terapéuticos, e.g., antibidéticos, antifungicocs, agentes anti-
inflamatdrios, quimioterapéuticos, etc.

A T"patologia"™ de wuma doenc¢a imuno-relacionada inclui
todos os fendmenos que comprometem o bem-estar do paciente.
Isto inclui, sem limitacdo, crescimento anormal ou nao
controldvel (neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos, linfdcitos),
producdo de anticorpos, produgdao de auto-anticorpos, producgido
de complemento, interferéncia com o funcionamento normal de
células vizinhas, libertacdo de citoquinas ou outros produtos
de secrecdo com niveis anormais, supressdc ou agravamento de
qualquer resposta inflamatdria ou imunoldgica, infiltragdo de
células inflamatdrias (neutrdfilos, eosindfilos, mondcitos,
linfécitos) em espagos celulares, etc.

O termo M"mamifero" como aqui wutilizado refere-se a
qualquer mamifero classificadc como um mamifero, incluindo
seres humanos, animais domésticos e de criacdo, e animais de
jardim zooldégico, de desporto ou de estimagdo tais como
cavalos, porcos, gado, cdes, gatos e furdes, etc. Numa
concretizacao preferida do invento, o mamifero ¢é um ser
humano.

Administracao "em combinagédo com" um ou mals agentes
terapéuticos adicionais inclui a administragdo simulténea
(concorrente) e consecutiva por qualquer ordem.

O termo "agente citotdxico” como agui utilizado refere-se
a uma substancia que inibe ou impede ¢ funcionamento de
células e/ou causa a destruicdo de células. O termo pretende
incluir isétopos radiocactivos (e.g. I, 1'%, Y% e Re'™),
agentes quimioterapéuticos e toxinas enzimaticamente activas
de origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou seus
fragmentos.

Um "agente guimioterapéutico" ¢ um composto Util no
tratamento do cancro. Exemplos de agentes quimioterapéuticos
incluem adriamicina, doxorrubicina, epirrubicina,
5-fluorouracilo, arabindsido de citosina ("Ara-c"),
ciclofosfamida, tiotepa, bussulfano, citoxina, taxdides, e.g.
paclitaxel (Taxol®, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton.
N.J.) e docetaxel (Taxotere®, Rhéne-Poulenc Roher, Antony,
Franca), toxotere, metotrexato, cisplatina, melfalano,
vinblastina, bleomicina, etoposido, ifosfamida, mitomicina C,
mitoxantrona, vincristina (Loucristine), vinorrelbina,



EP 1 481 990/PT
10

carboplatina, teniposido, daunomicina, carminomicina,
aminopterina, dactinomicina, mitomicinas, esperamicinas (ver
Patente dos E.U.A. n.° 4 675 187), melfalano e outras
mostardas relacionadas com azoto. Incluem-se também nesta
definicdo agentes hormonais que actuam para regular ou inibir
a acg¢adao hormonal sobre tumores tais como tamoxifeno e
onapristona.

Un "agente inibidor de crescimento" quando aqui utilizado
refere-se a um composto ou a uma composicao que inibem o©
crescimento de uma célula, especialmente células de cancro,
que expressam ou Sobre-expressam qualquer dos genes aqui
identificados, gquer in vitro quer 1in vivo. Assim, o© agente
inibidor de crescimento é um agente que reduz
significativamente a percentagem de células que expressam ou
sobre-expressam estes genes em fase S. Exemplos de agentes
inibidores de crescimento incluem agentes que blogueiam a
progressao do c¢iclo c¢elular (num outro local gque nao a
fase S), tais como agentes gue induzem paragem em fase GI e
paragem em fase M. Bloqueadores cldssicos em fase M incluem 0s
alcaldides de wvinca (vincristina e wvinblastina), taxol, e
inibidores de topo II tais como doxorrubicina, epirrubicing,
daunorrubicina, etoposido e bleomicina. 0s agentes que param
em fase GI contribuem também para a paragem em fase S, por
exemplo, agentes de alquilagdo de ADN tais como tamoxifeno,
prednisona, dacarbazina, mecloretamina, cisplatina,
metotrexato, bL-fluorouracilo e ara-C. Informacdao adicicnal
pode ser encontrada em The Molecular Basis of Cancer,
Mendelsohn e Israel, eds., Capitulo I, intitulado Cell cycle
regulation, oncogens, and antineoplastic drugs por Murakami et
al. (W.B. Saunders, Philadelphia, 1995), especialmente na
pagina 13.

O termo "citogquina" é um termo genérico para proteinas
libertadas por uma populacaoc de células que actuam scbre
outras células como mediadores intercelulares. Exemplos destas
citoquinas sao  as linfoquinas, monogquinas e hormocnas
polipeptidicas tradicionais. Entre as citoguinas incluem-se
hormonas de <crescimento tais como hormona de crescimento
humana, N-metionil-hormona de crescimento humana e hormona de
crescimento bovina, hormona paratiroideia, tiroxina, insuling,
pré-insulina, relaxina, pro-relaxina, hormonas de
glicoproteina tais como hormona estimulante de foliculo (FSH),
hormona estimulante da tirdide (TSH) e hormona luteinizante
(LH), factor de crescimento hepédtico, factor de crescimento de
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fibroblastos, prolactina, lactogénio placentédrio, factor o e B
de necrose tumoral, substdncia inibidora Mulleriana, péptido
associado a gonadotropina de ratinho, inibina, activina,
factor de crescimento endotelial vascular, integrina,
trombopoietina (TPO), factores de crescimento de nervos tais
como NGF-p, factor de crescimento de plaquetas, factores de
crescimento transformantes (TGF) tais como TGF-a e TGF-(,
factor de crescimento I e II do tipo insulina, eritropoietina
(EPO), factores osteoindutores, interferdbes tais como
interferdao o, B e y; factores estimulantes de coldnias (CSF)
CSF de macréfagos (M-CSF), CSF de granulécitos—-macrdéfagos
(GM-CSF) e CSF de granuldcitos (G-CSF), interleucinas (IL)
tais como IL-1, IL-la, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL.-8, IL-9, 1IL-11, IL-12, um factor de necrose tumoral tal
como INF-oo ou TINF-B, e outros factores polipeptidicos
incluindo LIF e ligando kit (KL). Como aqui utilizado, o termo
citoquina inclui proteinas de fontes naturais ou de culturas
de células recombinantes e equivalentes biologicamente activos
das citoguinas de sequéncia nativa.

"Quantidade terapeuticamente eficaz" ¢ a guantidade de
PR0O245 activo ou de antagonista que é requerida para conseguir
uma inibicdo ou uma estimulacdo mensuraveis, conforme o caso,
da resposta inflamatéria.

Um "PRO245 de sequéncia nativa" compreende um polipéptido
possuindo a mesma sequéncia de aminocdcidos que o PR0O245 obtido
a partir da natureza. Este PR0O245 de sequéncia nativa pode ser
isolado a partir da natureza ou pode ser produzido por meios
recombinantes ou sintéticos. O termo "PR0245 de sequéncia
nativa" abrange especificamente formas truncadas ou segregadas
de ocorréncia natural de PRO245 (e.g., uma sequéncia de
dominic extracelular), formas variantes de ocorréncia natural
(e.g., formas montadas (spliced) alternativamente) e variantes
alélicos de ocorréncia natural de PR0O245.

Numa concretizagdo, o polipéptido PR0O245 de sequéncia
nativa é um polipéptido PR0O245 de sequéncia nativa maduro ou
de comprimento completo compreendendo os aminodcidos 1 a 312
da Figura 3 (SEQ ID NO0:9).

Uma "variante de PRO245" significa um PRO245 activo como
definido adiante possuindo pelc menos cerca de 80% identidade
de sequéncia de aminodcidos com PRO245 com a sequéncia de
aminodcidos deduzida apresentada na Fig. 3 (SEQ ID NO:9) para
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um polipéptido PRO245 de sequéncia nativa de comprimento
completo, com ou sem a sua sequéncia de sinal nativa, com ou
sem & metionina de iniciagdc, com ou sem o dominio
transmembranar potencial, e com ou sem 0 dominio intracelular.
Estas variantes de PR0O245 incluem, por exemplo, polipéptidos
PRO245 onde um ou mais residuos de aminocdcido estdo
adicionados, ou eliminados, no terminal N ou C da sequéncia de
Fig. 3 (SEQ 1ID NO:9). Preferivelmente, a identidade de
sequéncia de aminocdcidos ¢é pelo menos cerca de 85%, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 90%, e ainda mais
preferivelmente pelo menos cerca de 95%.

"Percentagem (%) de identidade de sequéncia de
aminodcidos", em relacdoc as sequéncias de PRO245 aqui
identificadas, ¢é definida como a percentagem de residuos de
aminodcido numa sequéncia candidata que sdo idénticos aos
residuos de aminodcido na sequéncia de PRO245,
respectivamente, apds alinhamento das sequéncias e introducgdo
de espagos vazios, se necessario, para conseguir a percentagem
maxima de identidade de sequéncia, e nao considerando
quaisquer substituigdes conservativas como parte da identidade
de sequéncia. Para efeitos de determinar a percentagem de
identidade de sequéncia de aminodcidos, o alinhamento pode ser
conseguido de varias formas que estdo dentro dos conhecimentos
da especialidade, ©por exemplo, wutilizando programas de
computador disponiveis ao publico tals como o0s programas
BLAST, BLAST-2, ALIGN ou Megalign (DNASTAR). Os peritos na
especialidade podem determinar os pardmetros apropriados para
medi¢cdo do alinhamento, incluindo guaisquer algoritmos
necessarios para conseguir o alinhamento maximc ac longo de
todo o comprimento das seguéncias que estdo a ser comparadas.

"Percentagem (%) de identidade de sequéncia de &acidos
nucleicos™", em relagdo as sequéncias que codificam PRO245 aqui
identificadas (e.g., DNA35638), ¢é definida como a percentagem
de nucledtidos numa sequéncia candidata que sdo idénticos aos
nucledtidos na sequéncia que codifica PRO245, respectivamente,
apés alinhamento das sequéncias e introdugdo de espacgos
vazios, se necessdrio, para conseguir a percentagem méxima de
identidade de sequéncia. Para efeitos de determinar a
percentagem de identidade de sequéncia de acidos nucleicos, o
alinhamento pode ser conseguido de vdrias formas que estédo
dentro dos conhecimentos da especialidade, por exemplo,
utilizando programas de computador disponiveis ao publicc tais
como 0s programas BLAST, BLAST-2, ALIGN ou Megalign (DNASTAR).
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Os peritos na especialidade podem determinar os pardmetros
apropriados para medig¢dao do alinhamento, incluindc quaisquer
algoritmos necessarios para conseguir o alinhamento maximo ao
longo de todo o comprimentc das seguéncias que estdo a ser
comparadas.

"Isolado" quando utilizado para descrever 0s VAarios
polipéptidos aqui revelados, significa um polipéptido que foi
identificado e separado e/ou recuperado de um componente do
seu ambiente natural. Componentes contaminantes do seu
ambiente natural sdo materiais qgue tipicamente interfeririam
com utilizagdes terapéuticas ou de diagndstico para o
polipéptido, e podem incluir enzimas, hormonas e outros
solutos proteicos ou ndo proteicos. Em  concretizagdes
preferidas, o polipéptido serd purificado (1) até um grau
suficiente para obter pelo menos 15 residuos de uma sequéncia
de aminodcidos N-terminais ou internos por utilizacdo de um
sequenciador de taga giratdria (spinning cup sequenator), ou
(2) até a homogeneidade por SDS-PAGE sob condigdes néo
redutoras ou redutoras utilizando c¢oloracdac com azul de
Coomassie ou, preferivelmente, com prata. Um polipéptido
isolado inclui o polipéptido in situ dentro de c¢élulas
recombinantes, desde que nado esteja presente pelo menos um
compecnente do ambiente natural do PR0245. Habitualmente,
porém, um polipéptido isolado serd preparado através de pelo
menos um passo de purificacao.

Uma molécula "isolada" de Aacido nucleico que codifica o
polipéptido PR0O245 ¢ uma molécula de A4acido nucleico que foi
identificada e separada de pelo menos uma molécula de &cido
nucleico contaminante com a qual estd habitualmente associada
na fonte natural do acido nucleico que codifica o polipéptido
PRO245. Uma molécula isolada de &cido nucleico que codifica
polipéptido PR0O245 estd numa outra forma que ndo na forma ou
configuracao que ¢ encontrada na natureza. Deste modo, as
moléculas isoladas de acido nucleico que codificam
polipéptido PRO245 distinguem-se da molécula de acido nucleico
DNA40628 na medida em que esta existe em células naturais.
Contudo, uma molécula isolada de &cido nucleico que codifica
polipéptido PR0O245 idinclui moléculas de &cido nucleico que
codificam polipéptido PRO245 contidas em células que
normalmente expressam polipéptido PR0O245 codificado onde, por
exemplo, a molécula de A4acido nucleico estd numa localizacdo
cromossémica diferente da das células naturais.
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O termo "sequéncias de controlo" refere-se a sequéncias
de ADN necessdrias para a expressao de uma sequéncia de
codificagdo ligadas operativamente num organismo hospedeiro
particular. As segquéncias de controlo que saoc adequadas para
procariotas incluem, por exemplo, um promotor, opcionalmente
uma sequéncia operadora, um local de ligagdo ao ribossoma. E
conhecido que as células eucarictas utilizam promotores,
sinais de poliadenilacdo e potenciadores (enhancers).

O 4acido nucleico estd "ligado operativamente" gquando
estiver colocado numa relacdo funcional com outra sequéncia de
dcido nucleico. Por exemplo, o ADN para uma pré-sequéncia ou
comando de secrecdo estd ligado operativamente a ADN para um
polipéptido se for expresso como uma pré-proteina que
participa na secregdo do polipéptido; um promotor ou
potenciador esta ligado operativamente a uma sequéncia de
codificagdo se afectar a transcrigdo da sequéncia; ou um local
de 1ligagdo ao ribossoma estda ligado operativamente a uma
sequéncia de codificagdo se estiver posicionado de modo a
facilitar a traducdo. Geralmente, "ligado operativamente"
significa que as sequéncias de ADN que estdo ligadas sao
contiguas, e, no caso de um comando de secreg¢do, contiguas e
em fase de leitura. No entanto, o©0s potenciadores naoc tém que
estar contiguos. A ligagdo ¢ realizada por ligagao em locais
de restricdo convenientes. Se tais 1locais nao existirem,
utilizam-se os adaptadores ou ligantes oligonucleotidicos
sintéticos de acordo com a pratica convencional.

O termo "anticorpo" é utilizado no sentido mais amplo e
cobre especificamente anticorpos monoclonais individuais
(incluindo anticorpos agonistas, antagonistas e
neutralizantes) e composic¢des de anticorpo anti-PR0O245 com
especificidade poliepitdépica. O termo "anticorpo monoclonal",
conforme aqui utilizado, refere-se a um anticorpo obtido a
partir de uma populacdo de anticorpos substancialmente
homogénea, i.e., o0s anticorpos individuais que constituem a
populacao saoc idénticos com excepg¢do de possiveis mutacdes de
ocorréncia natural que podem estar presentes em peguenas
quantidades.

"Activo" ou "actividade"™ para os presentes propdsitos
referem-se a formas de PR0O245 que retém as actividades
bioldgica e/ou imunocldégica do PR0245 nativo ou de ocorréncia
natural. Uma actividade preferida é a capacidade para se ligar
e afectar, e.g., Dbloguear ou de outro modo modular, uma
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actividade de 1ligacao ao antigénio. A actividade envolve
preferivelmente a regulagdo da actividade de antigénios de
cancro e/ou virais associados.

A "rigor" das reacgdes de hibridagao ¢ facilmente
determindvel por uma pessoa competente na matéria, e &
geralmente um calculo empirico dependente do comprimento da
sonda, da temperatura de lavagem e da concentracgdo de sal. Em
geral, sondas mais longas requerem temperaturas mais elevadas
para uma hibridacdo adequada, enquanto que sondas mais curtas
necessitam de temperaturas mails baixas. A hibridag¢do depende
geralmente da capacidade do ADN desnaturado para re-hibridar
quando estao presentes cadeias complementares num ambiente
abaixo da sua temperatura de fusdo. Quanto mais elevado for o
grau de homologia desejado entre a sonda e a sequéncia
hibriddvel, mais elevada a temperatura relativa que pode ser
utilizada. Como resultado, seque-se que temperaturas relativas
mais elevadas tenderao a tornar as condigdes de reaccao mais
rigorosas, enquanto que temperaturas mais baixa o fazem menos.
Para detalhes adicionais e explicacdo do rigor de reaccbes de
hibridacao, ver Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

"Condigbes rigorosas" ou "condigbes de elevado rigor”,
como aqui definido, podem ser identificadas como aquelas que:
(1) utilizam forgca 1dnica baixa e temperatura elevada para
lavagem, por exemplo cloreto de sdédio 0,015 M/citrato de sdédio
0,0015 M/0,1% de dodecilsulfato de sdédio a 50°C; (2) utilizam
durante a  hibridacdao um agente desnaturante, tal como
formamida, por exemplo, 50% (v/v) de formamida com 0,1% de
albumina de SOro de bovino/0, 1% de Ficoll/0,1% de
polivinilpirrolidona/tampdo de fosfato de sédio 50 mM a pH 6,5
com cloreto de sédio 750 mM, citrato de sdédio 75 mM a 42°C; ou
(3) utilizam 50% de formamida, SSC b5x (NaCl 0,75 M, citrato de
s6dio 0,075 M), fosfatoc de soédio 50 mM (pH 6,8), 0,1% de
pirofosfato de sédio, solugdo de Denhardt 5x, ADN de esperma
de salmdo tratado por ultra-sons (50 pug/ml), 0,1% de SDS e 10%
de sulfato de dextrano a 42°C, com lavagens a 42°C em SSC 0, 2x
(cloreto de sédio/citrato de sdédic) e 50% de formamida a 55°C,
seguindo-se uma lavagem de elevado rigor consistindo em SSC
0,1x contendo EDTA a 55°C.

"Condicgdes moderadamente rigorosas" podem ser
identificadas como descrito por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, New York; Cold Spring Harbor
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Press, 1989, e incluem a utilizacdo de solucdo de lavagem e
condig¢®es de hibridagao (e.g., temperatura, forga idnica e %
de SDS) menos rigorosas do que as acima descritas. Um exemplo
de condig¢bes moderadamente rigorosas € a incubacdo de um dia
para o outro a 37°C numa solugdo compreendendo: 20% de
formamida, SSC 5x (NaCl 150 mM, citrato trissddico 15 mM),
fosfato de sédio 50 mM (pH 7,6), solugdaoc de Denhardt 5x, 10%
de sulfato de dextrano e 20 mg/mL de ADN de esperma de salmio
desnaturado por cisalhamento, seguida por lavagem dos filtros
em SSC 1x &a cerca de 37-50°C. O perito na especialidade
reconhecerd como ajustar a temperatura, forcga idnica, etc.
conforme necessdrio para ter em consideragdc factores tais
como o comprimento da sonda e outros.

0O termo "marcado com epitopo", gquando aqui utilizado,
refere-se a um polipéptido guimérico compreendendo um
polipéptido do invento fundido com um "polipéptido marcador™.
0 polipéptido marcador possui residuos suficientes para
proporcicnar um epitopo contra o qual se pode criar um
anticorpo, mas no entanto ¢é suficientemente curto para nao
interferir com a actividade bioldgica do polipéptido ao gual
estd fundido. O polipéptido marcador é também preferivelmente
bastante unico pelo que o anticorpo nao reage substancialmente
de modo cruzado com outros epitopos. Polipéptidos marcadores
adequados possuem geralmente pelo menos seis residuos de
aminodcido e usualmente entre cerca de 8 e 50 residuos de
amincdcido (preferivelmente entre cerca de 10 e 20 residuos de
aminocdcido) .

"Activo" ou "actividade" no contexto de variantes do
polipéptido do invento referem-se a formas de proteinas do
invento gque retém as actividades bioldgica e/ou imunoldgica de
um polipéptido do invento nativo ou de ocorréncia natural.

"Actividade bicldgica" no contexto de um anticorpo ou
doutra molécula que possam ser identificados pelos ensaios de
rastreio agui revelados (e.g. uma molécula pequena orgadnica ou
inorganica, péptido, etc.) ¢é utilizado ©para referir a
capacidade destas moléculas para induzir ou 1inibir a
infiltracao de <células inflamatdérias num tecido, para
estimular ou 1inibir a proliferagdao de c¢élulas T e para
estimular ou inibir a libertacdao de linfoquinas por células.
Outra actividade ©preferida ¢é a permeabilidade wvascular
aumentada ou a sua inibic¢do.
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O termo "antagonista" é utilizado no sentido mais amplo,
e inclui qualquer molécula que blogueia, inibe ou neutraliza,
parcial ou completamente, uma actividade Dbioldgica de um
polipéptido nativo do invento aqui revelado. De um modo
similar, o termo "agonista" ¢ utilizado no sentido mais amplo
e incluil qualquer molécula que mimetiza a actividade bioldgica
de um polipéptido nativo do invento aqui revelado. Moléculas
agonistas ou antagonistas adequadas incluem especificamente
anticorpos ou fragmentos de anticorpo agonistas ou
antagonistas, fragmentos ou variantes de sequéncia de
aminodcidos de polipéptidos nativos do invento, péptidos,
moléculas orgdnicas pequenas, etc.

Uma "molécula pequena" é aqui definida como possuindo um
peso molecular inferior a cerca de 600 dalton.

"Anticorpos” (Ab) e "imunoglobulinas™ (Ig) sao
glicoproteinas possuindo as mesmas caracteristicas
estruturais. Enguanto os anticorpos exibem especificidade de
ligagao para com um antigénio especificc, as imunoglobulinas
incluem tanto anticorpos como outras moléculas do tipo
anticorpo gue nao possuem especificidade para com um
antigénioc. Os polipéptidos deste Ultimo tipo, por exemplo, sao
produzidos em nivels baixos pelo sistema linfdtico e em niveis
aumentados por mielomas. O termo "anticorpo" ¢é utilizado no
sentido mais amplc e cobre especificamente, sem limitacao,
anticorpos monoclonais  intactos, anticorpos policlonais,
anticorpos multiespecificos (e.g. anticorpos biespecificos)
formados a partir de pelo menos dois anticorpos intactos, e
fragmentos de anticorpo, desde que estes exibam a actividade
bioldégica desejada.

"Anticorpos nativos”™ e "imunoglobulinas nativas" sdo
usualmente glicoproteinas Theterotetraméricas de cerca de
150 000 dalton, compostas por duas cadeias leves (L) idénticas
e duas cadeia pesadas (H) idénticas. Cada cadela leve esta
ligada a uma cadeia pesada através de uma ligacdo covalente de
dissulfureto, embora o numero de ligacgbes dissulfureto wvarie
entre as cadeias pesadas de diferentes isotipos de
imunoglobulina. Cada cadeia pesada e leve possui também pontes
de dissulfureto intracadeia espagadas regularmente. Cada
cadeia pesada tem numa extremidade um dominio varidvel (Vg)
seguidc por um certo numero de dominios constantes. Cada
cadeia leve tem um dominio variavel numa extremidade (V-) e um

O

dominic constante na sua outra extremidade; o dominio
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constante da cadeia leve estd alinhado com o primeiro dominio
constante da cadeia pesada, e o dominio varidvel da cadeia
leve estda alinhado com o dominio varidvel da cadeia pesada.
Pensa-se que residuos de aminodcidec particulares formam uma
interface entre os dominios varidvel de cadeia leve e pesada.

O termo "varidvel" refere-se ao facto de certas porgdes
dos dominios variaveis diferirem  consideravelmente na
sequéncia entre anticorpos e serem utilizadas na ligagdo e
especificidade de cada anticorpo particular pelo seu antigénio
particular. No entanto, a variabilidade ndo estd uniformemente
distribuida ao longo dos dominios wvaridveis de anticorpos.
Estd concentrada em trés segmentos denominados regides
determinantes de complementaridade (CDR) ou regides
hipervaridveis em ambos os dominios varidveis da cadeia leve e
da cadeia pesada. As porcgdes mais altamente conservadas dos
dominiocs varidveis sdo denominadas © estruturais (FR,
framework). Os dominios varidveis das cadeias pesada e leve
nativas compreendem, cada um, guatro regifes FR, adoptando
largamente uma configuragdo em folha beta, ligadas por trés
CDR, que formam ansas ligando a estrutura em folha beta, e que
em alguns cascs fazem parte desta. As CDR em cada cadeia sao
mantidas em conjunto em estreita proximidade pelas regides FR
e, com as CDR da outra cadeia, contribuem para a formagaoc do
local de ligag¢adao ao antigénio de anticorpos (ver Kabat et al.,
NIH Publ. No. 81-3242, vVvol. 1, pags. 647-669 (1991)). Os
dominios constantes ndo estdo envolvidos directamente na
ligagdoc de um anticorpo a um antigénio, mas exibem vAarias
funcdes efectoras, tais como participa¢do do anticorpo na
toxicidade celular dependente de anticorpo.

"Fragmentos de anticorpo" compreendem uma porg¢ao de
anticorpo intacto, preferivelmente a regido varidvel ou de
ligacac ao antigénio do anticorpo intacto. Exemplos de
fragmentos de anticorpo incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab'),
e Fv; diacorpos; anticorpos lineares (Zapata et al., Protein
Eng. 8(10):1057-1062 [1995]); moléculas de anticorpo de cadeia
simples; e anticorpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticorpo.

A digestdao de anticorpos com papaina produz dois
fragmentos 1dénticos de 1ligacao ao antigénio, denominados
fragmentos "Fab", cada um com um unico local de ligacdo ao
antigénioc, e um fragmento "Fc¢" residual. A designac¢ao "Fc¢"
reflecte a capacidade para <cristalizar rapidamente. 0
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tratamento de pepsina proporciona um fragmento F(ab'), dque
possul dois locais de combinagdo com antigénio e que ¢ ainda
capaz de liga¢do cruzada com o antigénio.

"Fv" é o fragmento de anticorpo minimo gue contém um
local de reconhecimento e ligacdo ao antigénio completo. Esta
regido consiste num dimero de um dominio varidvel de cadeia
pesada e um dominio varidvel de cadeia leve em estreita
associacdo, ndo covalente. E nesta configuracdo que as trés
CDR de cada dominio variavel interactuam para definir um local
de ligacdo ao antigénioc sobre a superficie do dimero Vp-Vi.
Colectivamente, as seis CDR conferem especificidade de ligacdo
ao antigénio ao anticorpo. No entanto, mesmo um unico dominio
varidvel (ou metade de um Fv compreendendo apenas trés CDR
especificas de um antigénio) tem a capacidade para reconhecer
e ligar-se a um antigénio, ainda que com uma menor afinidade
do que o local de ligacdo inteiro.

O fragmento Fab contém também o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia
pesada. Os fragmentos Fab' diferem dos fragmentos Fab pela
adicdo de alguns residuos no terminal carboxi do dominio CHIL
da cadeia pesada, incluindo uma ou mais cisteinas da regiao
charneira do anticorpo. A designagdo Fab'-SH ¢é aqui a
designac¢do para Fab' em que residuo(s) cisteina dos dominios
constantes sao portadores de um grupo tiol livre. Os
fragmentos de anticorpo F{ab'), foram originalmente produzidos
na forma de pares de fragmentos Fab' que possuem entre si
cisteinas de charneira. Sao  também  conhecidos outros
acoplamentos quimicos de fragmentos de anticorpo.

As "cadeias leves" de anticorpos (imunoglobulinas) de
qualquer espécie de vertebrado podem ser atribuidas a um de
dois tipos claramente distintos, denominados capa (x) e lambda
(A), com base nas sequéncias de aminodcidos dos seus dominios
constantes.

Dependendo da sequéncia de aminoacidos do dominio
constante das suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas podem
ser atribuidas a diferentes c¢lasses. Existem cinco classes
principais de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, e
vdrias destas ©pode ser adicionalmente subdivididas em
subclasses (isotipos), e.g., IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e
Igh2. Os dominios constantes de cadeia pesada que correspondem
as diferentes classes de imunoglobulinas sdo designados por o,
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d, €, Vv e 1, respectivamente. S&o bem conhecidas as estruturas
de subunidades e as configuragdes tridimensionais de
diferentes classes de imunoglobulinas.

O termo "anticorpo monoclonal"”, conforme agui utilizado,
refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma populag¢do de
anticorpos substancialmente homogénea, i.e., 0s anticorpos
individuais que constituem a populacdo sao idénticos com
excep¢ado de possiveis mutag¢des de ocorréncia natural que podem
estar presentes em pequenas quantidades. Os anticorpos
monoclcnais sdo altamente especificos, sendo dirigidos contra
um local antigénico unico. Adicionalmente, em contraste com
preparagdes de anticorpo (policlonal) convencionais, que
incluem tipicamente anticorpos diferentes dirigidos contra
determinantes (epitopos) diferentes, cada anticorpo monoclonal
¢ dirigido contra um determinante unico sobre o antigénio.
Para além da sua especificidade, o©s anticorpos monoclonais séo
vantajosos pelo facto de serem sintetizados pela cultura de
hibridoma, ndo contaminados por outras imunoglobulinas. O
adjectivo "monoclonal" indica o cardcter do anticorpo conforme
é obtido a partir de uma populagéo de anticorpos
substancialmente homogénea, e ndo deve ser entendido como
requerendo & producdo do anticorpo por gualquer método
particular. Por exemplc, os anticorpos monoclonals a utilizar
de acordo com 0 presente invento podem ser preparados pelo
método do hibridoma primeiro descrito por Kohler et al.,
Nature, 256: 495 (1975), ou podem ser preparados por métodos
de ADN recombinante (ver, e.g., Patente dos E.U.A. N.°
4 816 567). 0s "anticorpos monocclonais" podem também ser
isolados a partir de bibliotecas de anticorpos sobre fagos
utilizando as técnicas descritas em Clackson et al., Nature,
352:624-628 (1991) e em Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-
597 (1991), por exemplo. Ver também Patentes dos E.U.A. N.°°
5 750 373, 5 571 698, 5 403 484 e 5 223 409 que descrevem a
preparagao de anticorpos utilizando vectores fagemidicos e
fagos.

Os anticorpos monoclonais incluem aqui especificamente
anticorpos (imunoglobulinas) "quiméricos" nos quais uma porc¢ao
da cadeila pesada e/ou leve ¢ idéntica ou homdéloga a sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie
particular ou pertencentes a uma classe ou subclasse de
anticorpo particular, enquanto o restante da(s) cadeia(s) ¢é
idéntico ou homdélogo a sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de outra espécie ou pertencentes a outra
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classe ou subclasse de anticorpo, bem como fragmentos destes
anticorpos, desde gue estes exibam a actividade bioldgica
desejada (Patente dos E.U.A. N.° 4 816 567; Morrison et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).

Formas "humanizadas" de anticorpos nao humanos (e.g., de
murino) SA0 imunoglobulinas quiméricas, cadeias de
imuncglobulina ou seus fragmentos (tais como Fv, Fab, Fab',
F(ab'), ou outras subsequéncias de anticorpos de ligag¢ao ao
antigénio) que contém uma sequéncia minima derivada de
imunoglobulina ndo humana. Na sua maioria, os anticorpos
humanizados sao imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor)
em que varios ou todos o0s residuos de uma regido determinante
de complementaridade (CDR) do receptor estdo substituidos por
residucs de uma CDR de uma espécie nao humana (anticorpo
doador) tal como de ratinho, rato ou coelho, possuindo a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Em alguns
casos, certos residuos da regiao estrutural de Fv (FR) da
imuncglobulina humana podem também estar substituidos por
residuocs nao humanos correspondentes. Adicionalmente, 0s
anticorpos humanizados podem compreender residuos que nao se
encontram nem no anticorpo receptor nem nas sequéncias de CDR
ou estruturais importadas. Estas modificacdes sao efectuadas
para refinar e optimizar adicionalmente o© desempenho do
anticorpo. Em geral, o anticorpc humanizado compreendera
substancialmente a totalidade de pelo menos um, e tipicamente
dois dominios varigveis, em que a totalidade ou
substancialmente a totalidade das regides CDR correspondem as
de uma imunoglobulina nao humana e a totalidade ou
substancialmente a totalidade das regifes FR sdo as de uma
sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado
compreenderd também optimamente pelo menos uma porcdo de uma
regido constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente a de uma
imunoglobulina humana. Para mais detalhes, ver Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-
329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596
(1992). O anticorpc  humanizado inclui um  anticorpo,
"primatizado" onde a regido de ligagdo ao antigénio do
anticorpo é derivada de um anticorpo prcduzido por imunizacao
de macacos Macaque com o antigénio de interesse. Anticorpos
contendo residuos de macacos do Velho Mundo sdo também
possiveis dentro do invento. Ver, por exemplo, as Patentes dos
E.U.A. N.” 5 658 570; 5 693 780; 5 681 722; 5 750 105; e
5 756 096.
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Fragmentos de anticorpo "Fv de cadeia simples" ou "sFv"
compreendem os deminios Ve e V; de anticorpo, onde estes
dominios estdo presentes numa cadeia simples de polipéptido.
Preferivelmente, o polipéptido Fv compreende adicionalmente um
ligante polipeptidico entre os dominios Vi e Vi, 0 que permite
ao sFv formar a estrutura desejada para ligag¢do ac antigénio.
Para uma revisdo dos sFv ver Pluckthun em The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, wvol. 113, Rosenburg e Moore eds.
Springer-Verlag, New York, pags. 269-315 (1994).

O termo "diacorpos" refere-se a peguencs fragmentos de
anticorpo com dois locais de ligagdo ao antigénio, fragmentos
que compreendem um dominio varidvel de cadeia pesada (V)
ligado a um dominio varidvel de cadeia leve (V) na mesma
cadeia polipeptidica (Vg-Vp). Por utilizacao de um ligante que
é demasiado curto para permitir o emparelhamento entre os dois
dominios na mesma cadeia, os dominios sao forcados a
emparelharem com os dominios complementares de outra cadeia e
a criarem doils locais de ligacdo ao antigénio. 0Os diacorpos
sao descritos mais detalhadamente, por exemplo, em EP 404 097;
WO 93/11161; e Hollinger et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
90:6444-6448 (1993).

Un  anticorpo "isolado" ¢é um anticorpo gue foi
identificado e separado e/ou recuperado de um componente do
seu ambiente natural. Componentes contaminantes do seu

ambiente natural sdo materiais gque interfeririam com
utilizagdes terapéuticas ou de diagndstico para o anticorpo, e
podem incluir enzimas, hormonas e outros solutos, proteicos ou
ndoc proteicos. Em concretizacgles preferidas, o anticorpo sera
purificado (1) até mais do que 95% em peso de anticorpo,
conforme determinado pelo método de Lowry, e nmuito
preferivelmente mais do que 99% em peso, (2) até um grau
suficiente para obter pelo menos 15 residuos de uma sequéncia
de aminodcidos N-terminal ou interna por utilizagdo de um
sequenciador de taga giratdéria, ou (3) até a homogeneidade por
SDS-PAGE, sob condigdes redutoras ou nao redutoras, utilizando
coloragao com azul de Coomassie ou, preferivelmente, com
prata. Um anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro
de células recombinantes, desde que naoc esteja presente pelo
menos um componente dc ambiente natural do anticorpce.
Habitualmente, porém, o anticorpo isoladc serd preparado por
pelo menos um passo de purificacao.
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A palavra "marcador" quando aqui utilizada refere-se a um
composto ou composigdo detectdvel que é conjugado directamente
ou indirectamente com o composto, e.qg. anticorpo ou
polipéptido, de modo a gerar um composto "marcado". O marcador
pode ser ele proprio detectavel (e.qg., marcadores
radioisotdépicos ou marcadores fluorescentes) ou, no caso de um
marcader enzimdtico, pode catalisar a alteracdo quimica de um
composto ou composicdo substrato gque € detectédvel.

Por "fase so6lida" entende-se uma matriz ndo aquosa a qual
o composto do presente invento pode aderir. Exemplos de fases
sélidas aqui abrangidas incluem as formadas parcialmente ou
inteiramente de vidro (e.g. vidro de poro controlado),
polissacdridos (e.g., agarose), poliacrilamidas, poliestireno,
poli(dlcool wvinilico) e silicones, Em certas concretizagles,
dependendo do contexto, a fase sdlida pode consistir do pogo
de uma placa de ensaio; noutras, é uma coluna de purificacao
(e.g., uma coluna de cromatografia de afinidade). Este termo
inclui também uma fase sdélida descontinua de particulas
discretas, tais como as descritas na Patente dos E.U.A. N.°
4 275 149,

Um "lipossoma" é uma pequena vesicula composta por vAarios
tipos de lipidos, fosfolipidos e/ou tensicactivos, que é util
para entrega de um farmaco (tal como anticorpcs anti-ErbB2
aqui revelados e, opcionalmente, um agente quimioterapéutico)
a um mamifero. Os componentes do lipossoma estdo normalmente
dispostos numa formagdo em bicamada, similar ao arranjo dos
lipidos em membranas bioldgicas.

Como aqui wutilizado, o termo "imunoadesina" designa
moléculas do tipo anticorpo que combinam a especificidade de
ligacdo de uma proteina heterdloga (uma "adesina™) com as
fungdes efectoras de dominios constantes de imunoglobulina.
Estruturalmente, as imunocadesinas compreendem uma fusao de uma
sequéncia de aminocdcidos com a especificidade de 1ligacédo
desejada, que é outra que ndo o local de reconhecimento e de
ligacdoc ao antigénio de um anticorpo (i.e., € "heterdloga"), e
de uma secuéncia de dominio constante de imuncglobulina. A
parte adesina de uma molécula de imunocadesina ¢ tipicamente
uma sequéncia de aminodcidos contigua compreendendo pelo menos
o local de ligacadc de um receptor ou um ligando. A sequéncia
de dominio constante de imunoglobulina na imunoadesina pode
ser obtida a partir de qualquer imunoglobulina, tal como 0s



EP 1 481 990/PT
24

subtipos IgG-1, IgG-2, IgG-3 e IgG-4, IgA (incluindo IgA-1 e
Igh-2), IgE, IgD ou IgM.

II. Composicdes e métodos do invento

A. Preparacgao dos polipéptidos PRQ245

1. Polipéptidos PRO245 de comprimento completo

Em conjunto com WO 99/27098, a partir do qual foi
dividido, o presente pedido de patente i1dentifica e 1isola
sequéncias de nucledtidos codificando polipéptidos designados
no presente pedido de patente por PRO301, PRO362 ou PRO245, Em
particular, os requerentes 1identificaram e isolaram ADNc
codificandc um polipéptido PROZ245, conforme revelado com mais
detalhe nos Exemplos adiante. Utilizandc o©s programas de
computador para alinhamento de sequéncias BLAST e FastA, 0s
Requerentes constataram gque sequéncias nativas de comprimento
completo de PR0O301 (SEQ ID NO:1), PRO362 (SEQ ID NO:3) e
PR0O245 (Figura 3, SEQ ID NO:9) tém homologia significativa com
0s antigénios A33 e JAM. (Ver Figuras 1, 4-6). Por
conseguinte, cré-se presentemente gque o PRO301 revelado no
presente pedido de patente é um membro identificado pela
primeira vez da familia de proteinas do antigénio A33 e pode
estar associado a desordens inflamatdrias, tais como doenca
inflamatéria do intestino bem como com doengas neoplasicas
humanas tais como cancro colorrectal.

2. Variantes de PR0245

Para além do PR0245 de sequéncia nativa de comprimento
completo aqui descrito, é contemplado que podem ser preparadas
variantes de ©PROZ45. As variantes de PR0O245 podem ser
preparadas por introdugdo de alteragdes de nucledtidos
apropriadas no ADN de PRO245, respectivamente, ou por sintese
dos polipéptidos PRO245 desejados. 0Os peritos na especialidade
notardaoc que as alteragdes de aminodcidos podem alterar
processos pds-tradugdao do PRO245, tal como por alteragdo do
numero ou posicdo de locais de glicosilagdo ou alteragdo das
caracteristicas de ancoragem a membrana.

As varia¢des no PR0O245 de sequéncia nativa de comprimento
completo ou em varios dominios do PR0O245 aqui descritas, podem
ser efectuadas, por exemplo, utilizando gualquer das técnicas
e linhas de orientacao para mutag¢des conservativas e nao
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conservativas descritas, por exemplo, na Patente dos E.U.A.
N.° 5 364 934. As variagbes podem ser uma substituicgao,
delecdo ou inserg¢do de um ou mais codfes gue codificam PR0O245
que resultam numa alteragdo na sequéncia de aminodcidos de
PR0O245 relativamente ao PRO245 de seguéncia nativa.
Opcionalmente, a variagdo é por substituig¢do de pelo menos um
aminodcido por qualquer outro amincdcido num ou mais dos
dominics de PRO245. A orientacdo para determinar que residuos
de aminoAcido podem ser inseridos, substituidos ou eliminados,
sem afectar adversamente a actividade desejada, pode ser
encontrada comparando a sequéncia de PRO245 com a de moléculas
de proteina homélogas conhecidas e minimizando o numero de
alteracgbes de sequéncia de aminodcidos efectuadas em regibes
de homologia elevada. As substituigdes de aminodcidos podem
ser o resultado da substituic¢do de um amincdcido por outro
aminodcido com  propriedades estruturais e/ou quimicas
similares, tais como a substituicdo de uma leucina por uma
serina, 1i.e.,, substitui¢des de aminodcidos conservativas. As
inser¢Bes ocu delegdes podem estar opcionalmente na gama de 1 a
5 aminocdcidos. A variacdo permitida pode ser determinada
efectuando sistematicamente inserc¢des, delecgdes ou
substitui¢des de aminodcidos na sequéncia e ensaiando as
variantes resultantes quanto a actividade no ensaio in vitro
descrito nos Exemplos adiante.

As variacbes podem ser efectuadas utilizando métodos
conhecidos na especialidade, tais como mutagénese mediada por
oligonucledtidos (dirigida), varrimento de alaninas e
mutagénese por PCR. Para produzir a variante de ADN de PRO245,
podem-se realizar no ADN clonado mutagénese dirigida [Carter
et al., Nucl. Acids Res. 13:4331 (1986); Zoller et al., Nucl.
Acids Res., 10:6487 (1987)], mutagénese por cassete [Wells et
al., Gene. 34:315 (1985)], mutagénese de restricdo e seleccdo
[Wells et al., Philos. Trans. R. Soc. London SerA. 317:415
(1986)] ou outras técnicas conhecidas.

A andlise de aminoacidos por varrimento pode também ser
utilizada para identificar um ou mais aminoacidos a longo de
uma sequéncia contigua. Entre os aminodcidos de varrimento
preferidos incluem-se os aminodcidos neutros relativamente
pequencs. Estes aminodcidos incluem alanina, glicina, serina e
cisteina. A alanina é tipicamente um aminocdcido de varrimento
preferido entre este grupo porque elimina a cadeia lateral
para além do carbono beta e mencs provavelmente alterard a
conformacdac da cadeia principal da variante. A alanina &
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também tipicamente preferida porque é o aminodcido mais comum.
Adicionalmente, é frequentemente encontrada tanto nas posigdes
enterradas como nas expostas [Creighton. The Proteins, (W.H.
Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 150:1 (1976)].
Se a substituigdo de alanina ndo produzir quantidades
adequadas de variante, ©pode-se utilizar um aminodcido
isotérico.

3. Modificacdes de PRO245

No ambito deste invento incluem-se modificacdes
covalentes de PR0O245. Um tipo de modificacgao covalente inclui
fazer reagir residuos de aminocdcido pretendidos do PR0245 com
um agente de derivatizacdo orgdnico que é capaz de reagir com
cadeias laterais seleccionadas ou com os residuos dos
terminais N ou C do PRO245. A derivatizacao com agentes
bifuncionais ¢é util, por exemplo, para ligacdo cruzada do
PR0O245 a uma superficie ou matriz de suporte insolivel em
dgua, para utilizacdo no método para purificac¢do de anticorpos
anti-PR0O245, e vice-versa. Agentes de ligacao cruzada
normalmente utilizados incluem, e.g., 1,1-bis(diazoacetil)-2-
feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-hidroxi-succinimida,
por exemplo, ésteres com acido 4-azido-salicilico,
imidoésteres homobifuncionais, incluindo ésteres de di-
succinimidilo tais como 3,3'-ditiobis-(succinimidil-
propionato), maleimidas bifuncionais tais como bis-N-
maleimido-1, 8-octano e agentes tais como 3-[(p-
azidofenil)ditio]propicimidato de metilo.

Outras modificacgBes incluem desamidacdo de residuos
glutaminilo e asparaginilo nos residuos glutamilo e aspartilo
correspondentes, respectivamente, hidroxilacao de prolina e
lisina, fosforilagcdo de grupos hidroxilo de serilo ou
treonilo, metilacac dos grupos a-amino de cadeias laterais de
lisina, arginina e histidina |[T.E. Creighton. Proteins:
Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San
Francisco, Pags. 79-86 (1983)1, acetilacao da amina
N-terminal, e amidag¢ado de qualquer grupo carboxilo C-terminal.

Outro tipo de modificacdo covalente do polipéptido PR0O245
incluida no &ambito deste invento compreende a alteracgdo do
padrédo de glicosilagdc nativo do pclipéptido. Para o0s
presentes propdsitos, "alteracdo do padrdo de glicosilacédo
nativo” significa a delecao de uma ou mais porg¢des hidrato de
carbonc encontradas no PR0O245 de sequéncia nativa, e/ou a
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adicdo de um ou mais 1locais de glicosilacdo que nao estao
presentes no PR0245 de sequéncia nativa, e/ou alteracdo da
proporgdo e/ou compcsigdo dos residuos de agucar ligados aos
locais de glicosilagao.

A adigdo de locails de glicosilagdao ao polipéptido PR0O245
pode ser realizada por alteracgdo da sequéncia de aminodcidos.
A alteracao pode ser efectuada, por exemplo, pela adicdo de,
ou substituicgdo por, um ou mais residuos serina ou treonina ao
PR0O245 de sequéncia nativa (para locais de glicosilacao
ligados a 0). A sequéncia de aminocdcidos de PR0O245 pode ser
opcionalmente alterada através de alteragdes ao nivel do ADN,
particularmente por mutacdoc do ADN que codifica o polipéptido
PR0245 em Dbases pré-seleccionadas, de modo a serem gerados
coddes que traduzirdo os aminocdcidos desejados.

OQutro meio para aumentar o numero de porg¢des hidrato de
carbono no polipéptido PRO245 ¢é por acoplamento quimico ou
enzimdtico de glicdsidos aoc polipéptido. Estes métodos estio
descritos na especialidade, e.g., em WO 87/05330 publicado em
11 Setembro de 1987, e em Aplin e Wriston, CRC C(Crit. Rev.
Biochem., pags. 259-306 (1981).

A remocao de porgbdes hidrato de carbono presentes no
polipéptido PRO245 pode ser realizada quimica ou
enzimaticamente ou por substituicdo, por mutacdo, de coddes
que codificam residuos de aminocdcido que servem como alvos
para glicosilag¢do. As técnicas de glicosilagdo quimicas sao
conhecidas na especialidade e sdo descritas, por exemplo, por
Hakimuddin, et al., Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) e
por Edge et al., Anal. Biochem., 118:131 (1981). A clivagem
enzimdtica de porgdes hidrato de carbono em polipéptidos pode
ser conseguida por utilizacgdo de uma variedade de endo- e exo-
glicosidases como descrito por Thotakura et al., Meth.
Enzymol., 138:350 (1987).

Outro tipo de modificacao covalente de PR0O245 compreende
a ligacdo do polipéptido PROZ245 a um de uma variedade de
polimeros nao proteicos, e.qg., polietilenoglicol,
polipropilenoglicol ou polioxialquilenos, do modo apresentado
nas Patentes dos E.U.A. N.°% 4 640 835; 4 496 689: 4 301 144;
4 670 417; 4 791 192 ou 4 179 337.

O PR0O245 do presente invento pode também ser modificado
de modo a formar uma molécula guimérica compreendendo PR0245
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fundido com outra sequéncia heterdloga de aminodcidos ou
polipéptido. Numa concretizagao, uma tal molécula quimérica
compreende uma fusdo do PR0OZ45 com um polipéptido marcador que
proporcicna um epitopo ao qual anticorpo anti-marcador se pode
ligar selectivamente. O marcador epitdpico estd geralmente
colocado no terminal amino ou carboxilo do PR0O245. A presenga
destas formas marcadas com epitopo do PRO245 pode ser
detectada wutilizando um anticorpo contra o polipéptido
marcador. Também, a provisdo do marcador epitdpico permite ao
PR0O245 ser prontamente purificado por purificacao de afinidade
utilizando um anticorpo anti-marcador ou outro tipo de matriz
de afinidade que se liga ac marcador epitdépico. Numa
concretizacao alternativa, a molécula quimérica pode
compreender uma fusdo do PROZ245 com uma imunocglobulina ou com
uma regido particular de uma imunoglobulina. Para uma forma
bivalente da molécula quimérica, uma tal fusdao podia ser com a
regido Fc de uma molécula de IgG.

Sdo conhecidos na especialidade varios polipéptidos
marcadores e seus anticorpos respectivos. Exemplos incluem
marcaderes poli-histidina (poli-His) ou poli-histidina-glicina
(poli-His-Gly); o polipéptido marcador HA da gripe e 0 seu
anticorpo 12CA5 (Field et al., Mol. Cell. Biol., 8:2155-2165
(1988)1; o marcador c-myc e os seus anticorpos 8F9, 3C7, 6ELQ,
G4, B7 e 9E10 [Evan et al., Molecular and Cellular Biology,
5:3610-3616 (1985)]; e o marcador glicoproteina D (gD) do
virus Herpes Simplex e o seu anticorpo [Paborsky et al.,
Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)]. Outros polipéptides
marcadecres incluem o péptido Flag [Hopp et al., BioTechnology,
6:1204-1210 (1988)]; o péptido epitdpico KI3 [Martin et al.,
Science,  255:192-194 (1992)]; um péptido epitdpico de
a-tubulina [Skinner et al., J. Biol. Chem., 266:15163-15166
(1991)]1; e o marcador peptidico de proteina do gene 10 de T7
[Lutz-Freyermuth et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-
6397 (1990)7.

4. Produgdo e isolamento de PR0245

A descricdo adiante refere-se principalmente a producgdo
de PROZ245 por cultura de células transformadas ou
transfectadas com um vector contendo acido nucleico de PR0O245.
Estd obviamente contemplado que se podem utilizar métodos
alternativos, que sdo bem conhecidos na especialidade, para
preparar PR0O245, Por exemplo, a sequéncia de PR0O245, ou suas
por¢des, podem ser produzidas por sintese peptidica directa
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utilizando técnicas de fase sé¢lida [ver, e.g., Stewart et al.,
Solid-Phase  Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San
Francisco, CA (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-
2154 (1963)]. A sintese de proteina in vitro pode ser
realizada wutilizandc técnicas manuais ou automdticas. A
sintese automatizada pode ser realizada, ©por exemplo,
utilizando um sintetizador de péptidos da Applied Biosystems
(Foster City, CA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Varias por¢des do PRO245 podem ser sintetizadas quimicamente
em separado e combinadas utilizando métodos quimicos ou
enzimdticos para produzir o PR0O245 de comprimento completo.

a. Isolamento de ADN que codifica PRO245

O ADN que codifica PRO245 pode ser obtido a partir de uma
biblioteca de ADNc preparada a partir de tecido que se cré
possulr o ARNm de PRO245 e que o expressa num nivel
detectdavel. Deste modo, o ADN de PR0245 humanc pode ser
convenientemente obtido a partir de uma biblioteca de ADNc
preparada a partir de tecido humano, tal como descrito nos
Exemplos. O gene codificando PR0O245 pode também ser obtido a
partir de uma Dbiblioteca gendmica ou por sintese de
oligonucledtidos.

As bibliotecas podem ser rastreadas com sondas (tais como
anticorpos contra o PR0O245 ou oligonucledtidos de pelo menos
cerca de 20-80 Dbases) concebidas para identificar o gene de
interesse ou a proteina por ele codificada. O rastreio da
biblioteca gendémica ou de ADNc com a sonda seleccionada pode
ser conduzido utilizando procedimentos padrdo, tal como
descrito em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (New York; Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989).
Um meio alternativo para isoclar o gene que codifica PR0O245 ¢
utilizar a metodologia de PCR (Sambroock et al., supra;
Dieffenbach et al., PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold
Spring Harbor Laboratory Press. 1995)].

Os Exemplos adiante descrevem técnicas para rastreio de
uma biblioteca de ADNc. As sequéncias oligonucleotidicas
seleccionadas como sondas deverdo ter um comprimento
suficiente e ser suficientemente nao ambiguas de modo a
minimizar os falsos positivos. O oligonucledtido estd
preferivelmente marcado de modo a poder ser detectado agquando
da hibridacdo com o ADN na biblioteca que estd a ser
rastreada. 0Os métodos de marcagdao sao bem conhecidos na
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especialidade, e incluem a utilizacdo de radiomarcadores tais
como ATP marcado com °°P, biotinilag¢do ou marcagédo enzimatica,
As condigfes de hibridag¢do, incluindo rigor moderado e rigor
elevado, sao proporcionadas em Sambrook et al., supra.

As sequéncias identificadas nestes métodos de rastreio de
bibliotecas podem ser comparadas e alinhadas com outras
sequéncias conhecidas depositadas e disponiveis em bases de
dados ptblicas, tais como a GenBank, ou outras bases de dados
de sequéncias privadas. A identidade de sequéncia (quer ao
nivel dos aminodcidos quer ac nivel dos nucledétidos), dentro
de regides definidas da molécula ou ao longo da sequéncia de
comprimento completo, pode ser determinada através de
alinhamento de sequéncias utilizando programas de software de
computador tais como BLAST, BLAST-2, ALIGN, DNAstar e INHERIT,
que utilizam varios algoritmos para medir a homologia.

Pode-se obter 4cido nucleicc possuindo a sequéncia de
codificagao da proteina por rastreio de bibliotecas gendmicas
ou de ADNc seleccionadas, utilizando a sequéncia de
aminodcidos deduzida aqui revelada pela primeira vez, e, se
necessario, utilizando procedimentos de extensao de
iniciadores convencionais como descrito em Sambrook et al.,
supra, para detectar precursores, e processamento de
intermedidrios de ARNm que podem ndo ter sido transcritos de
modo inverso em ADNc.

b. Selecgdo e transformag¢ido de células hospedeiras

As células hospedeiras sao transfectadas ou
transformadas, com vectores de expressdac ou clonagem agqui
descritos, para produc¢do de PR0245 e cultivadas em meios
nutrientes convencionais, modificados como apropriado para
inducéaoc de promotores, seleccgdo de transformantes ou
amplificacdo dos genes que codificam as sequéncias desejadas.
As condig¢Bes de cultura, tais como meios, temperatura, pH e
outras, podem ser seleccionadas por um técnico especialista
sem experimentacdo indevida. Em geral, principics, protocolos
e técnicas praticas para maximizagdc da produtividade de
culturas de células podem ser encontrados em Mammalian Cell
Biotechnology: A Practical Approach. M. Butler, ed. (IRL
Press, 1991) e Sambrook et al., supra.

Os métodos de transfeccgdo sao conhecidos de uma pessoa
competente na matéria, por exemplo, CaP0O e electroporagio.
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Dependendo da célula hospedeira utilizada, a transformacdo é
realizada utilizando técnicas padrao apropriadas para essa
célula. O tratamento com calcio utilizando cloreto de calcio,
como descrito em Sambrook et al., supra, ou a electroporacgao,
sdo geralmente utilizados para procariotas ou outras células
que contém barreiras de parede celular substanciais. A
infeccdao «com Agrobacterium tumefaciens ¢é utilizada para
transformacdo de certas células de plantas, como descrito por
Shaw et al., Gene, 23:315 (1983) e WO 89/05859 publicado em 29
de Junho de 1989. Para células de mamiferc sem estas paredes
celulares, pode-se wutilizar o método de precipitacdo com
fosfatc de calcio de Graham e van der Eb, Virology, 52:456-457

(1978). Aspectos gerals de transformagdes de sistemas de
células hospedeiras de mamifero estdo descritos na Patente dos
E.U.A. N, © 4 399 216. Transformagdes em levedura  sao

tipicamente realizadas de acordo com o método de Van Solingen
et al., J. Bact., 130:946 (1977) e Hsiao et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979). No entanto, podem-se também
utilizar outros métodos para introdugdo de ADN em células,
tais como por micro-injecg¢ao nuclear, electroporacgdo, fusao de
protoplastos bacterianos com células intactas, ou policatides,
e.g., polibreno, poliornitina. Para varias técnicas para
transformacao de células de mamifero, ver Keown et al.,
Methods 1in Enzymology, 185:527-537 (1990) e Mansour et al.,
Nature, 336:348-352 (1988).

As células hospedeiras adequadas para clonagem ou
expressao do ADN nos presentes vectores incluem c¢élulas
procariotas, de levedura ou eucariotas superiores. Os
procariotas adequados incluem, mas nao estdo limitados a,
eubactérias, tais como organismos Gram-negativos ou Gram-
positivos, por exemplo, Enterobacteriaceae tails como E. coli.
Estdo disponiveis publicamente varias estirpes de E. coli,
tais como FE. coli Kl2 estirpe MM294 (ATCC 31.446); E. coli
X1776 (ATCC 31.537); E. coli estirpe W3110 (ATCC 27.325) e
K5 772 (ATCC 53.635).

Para além dos procariotas, os micrébios eucariotas como
fungos filamentosos ou leveduras, sao hospedeiros de clonagem
ou expressdo adequados para vectores que codificam PR0O245. A
Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo eucariota inferior
normalmente utilizado.

As células hospedeiras adequadas para a expressac de
PRO245 glicosilado sdao obtidas a partir de organismos
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multicelulares. Exemplos de células de invertebrados incluem
células de insecto tais como S2 de Drosophila e B8f9 de
Spodoptera, bem como células de plantas. Exemplos de linhas de
células hospedeiras de mamifero uteis incluem células de
ovdrio de hamster Chinés (CHO) e células COS. Exemplos mais
especificos incluem a linha CV1 de rim de macaco transformada
por Sv40 (COS-7, ATCC CRL 1651); 1linha de rim de embriao
humano (células 293 ou 293 subclonadas para crescimento em
cultura de suspensdo, Graham et al., J. Gen. Virol., 36:59
(1977)),; Células de ovario de hamster Chinés/-DHFR (CHO,
Urlaub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77:4216 (188Q));
células de Sertoli de ratinho (TM4, Mather, Biol. Reprod.,
23:243-251  (1980)); células de pulmdo humano (W138, ATCC
CCL 75); células de figado humano (Hep G2, HB 8065); e células
tumorais mamdrio de ratinho (MMT 060562, ATCC CCL51). Supde-se
que a seleccdo da célula hospedeira apropriada estd dentro dos
conhecimentos da especialidade.

c. Selecgdo e utilizagdo de um vector replicdvel

Pode-se inserir Acido nucleico (e.g. ADNc ou ADN
gendmico) codificando PR0O245 num vector replicdvel para
clonagem (amplificagao do ADN) ou para expressao. Estao
disponiveis ao publico vadrios vectores. Por exemplo, © vector
pode ser na forma de um plasmideo, cosmideo, particula viral
ou fago. A sequéncia de Aacido nucleico apropriada pode ser
inserida no wvector por uma variedade de procedimentos. Em
geral, o ADN ¢ inserido em locais de endonucleases de
restricdo apropriados utilizando técnicas conhecidas na
especialidade. 0s componentes do wvector incluem geralmente,
mas nadc estdo limitados a, um ou mais de uma sequéncia de
sinal, uma origem de replicag¢do, um ou mais genes marcadores,
um elemento potenciador, um promotor e uma sequéncia de
terminacdo da transcrigdo. A construcgdo de vectores adeguados
contendo um ou mais destes componentes utiliza técnicas de
ligagao padraoc que sao conhecidas do técnico especialista.

O PRO245 pode ser produzido de modo recombinante nao
apenas directamente, mas também na forma de um polipéptido de
fusdo com um polipéptido heterdlogo, gque pode ser uma
sequéncia de sinal ou outro polipéptido possuindo um local de
clivagem especifico no terminal N da proteina madura ou
polipéptido. Em geral, a sequéncia de sinal pode ser um
componente do vector, ou pode ser uma parte do ADN de PR0O245
que ¢é inserido no vector. A sequéncia de sinal pode ser uma
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sequéncia de sinal procariota seleccionada, por exemplo, de
entre o grupo das sequéncias de comando de fosfatase alcalina,
penicilinase, Ipp ou enterotoxina II estavels ao calor. Para
secrecdo em levedura, a sequéncia de sinal pode ser e.g., ©
comando de invertase de levedura, o comando de factor alfa
(incluindo o comando de factor alfa de Saccharomyces e
Kluyveromyces, esta uUltima descrita na Patente dos E.U.A. N.°
5 010 182), ou o comando de fosfatase dcida, o comando de
glucoamilase de C. albicans (EP 362 179 publicado em de 4
Abril de 1990), ou o sinal descrito em WO 90/13646 publicado
em 15 de DNovembro de 1990. Na expressdo em células de
mamifero, podem-se utilizar sequéncias de sinal de mamifero
para dirigir a secrecdo da proteina, tails como sequéncias de
sinal a partir de polipéptidos segregados da mesma espécie ou
de espécies relacionadas, bem como comandos de secrecao
virais.

Os vectores de expressdao e clonagem contém uma sequéncia
de &4cido nucleico que permite ao vector replicar numa ou mais
células hospedeiras seleccionadas. Estas sequéncias sao bem
conhecidas para uma variedade de bactérias, leveduras e virus.
A origem de replicacdao do plasmideo pBR322 é adequada para a
maioria das bactérias Gram-negativas, a origem do plasmideoc 21
¢ adeguada para levedura e varias origens virais (SV40,
polioma, adenovirus, VSV ou BPV) sdo Uteis para vectores de
clonagem em células de mamifero.

Os vectores de expressdao e clonagem conterdo tipicamente
um  gene de seleccao, também denominado por marcador
selecciondvel. Genes de seleccgdo tipicos codificam proteinas
que (a) conferem resisténcia a antibidticos ou a outras
toxinas, e.qg., ampicilina, necmicina, metotrexato ou
tetraciclina, (b) complementam deficiéncias auxotréficas ou
(c) fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis a partir de
meios complexos, e.g., O gene que codifica D-alanina-racemase
para Bacilli.

Os exemplos de marcadores selecciondveis adequadcs para
células de mamifero sdo aqueles que permitem a identificacao
de células competentes para 1incorporar o acido nucleico de
PR0O245, tals «como DHFR ou timidina-quinase. Uma célula
hospedeira apropriada guando se utiliza DHFR do tipo selvagem
¢ a linha de células CHO deficiente em actividade de DHFR,
preparada e propagada como descrito por Urlaub et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980). Um gene de seleccgao
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adequado para utilizacdo em levedura é o0 gene trpl presente no
plasmideo de levedura YRp7 [Stinchcomb et al., Nature, 282:39
(1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al.,
Gene, 10:157 (1980)]. O gene trpl proporciona um marcador de
seleccdo para uma estirpe mutante de levedura sem a capacidade
para crescer em triptofano, por exemplo, ATCC N.° 44076 ou
PEP4-1 [Jones, Genetics, 85:12 (1977)].

Os vectores de expressdo e clonagem contém usualmente um
promotor ligado operativamente a sequéncia de acido nucleico
de PRO245 para dirigir a sintese de ARNm. S&o bem conhecidos
promotores  reconhecidos por uma variedade de células
hospedeiras potenciais. Promotores adequados para utilizacgdo
com hospedeiros procariotas incluem o0s sistemas promotores da
f-lactamase e da lactose (Chang et al., Nature, 275:615
(1978); Goeddel et al., Nature. 281:544 (1979)], fosfatase
alcalina, um sistema promotor do triptofano (trp) [Goeddel,
Nucleic Acids Res., §8:4057 (1980); EP 36 776], e promotores
hibridos tais como o promotor tac [deBoer et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. Usa, 80:21-25 (1983)]. 0Os promotores para
utilizacdo em sistemas Dbacterianos conterdo também uma
sequéncia de Shine-Dalgarno (S.D.) ligada operativamente ao

ADN que codifica PRO245.

Os exemplos de sequéncias de promocdo adequadas para
utilizacdo com hospedeiros de levedura incluem 0s promotores
para 3-fosfoglicerato-quinase [Hitzeman et al., J. Biol.
Chem., 255:2073 (1980)] ou outras enzimas glicoliticas (Hess

et al., J. Adv. Enzyme Reg.. 7:149 (1968): Holland,
Biochemistry, 17:4900 (1978)), tais como enolase,
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, hexcoquinase, piruvato-
descarboxilase, fosfofrutoquinase, glucose-6-fosfato-
isomerase, 3-fosfoglicerato-mutase, piruvato-quinase,
triosefosfato-isomerase, fosfoglucose-isomerase e
glucogquinase.

Outros promotores de levedura, que sao promotores
indutiveis ©possuindo a vantagem adicional de transcrigao
controlada pelas condicdes de crescimento, sao as regides
promotoras para alcool-desidrogenase 2, isocitocromo C,
fosfatase dcida, enzimas degradadoras associadas ao
metabolismo do azoto, metalotioneina, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrocgenase e enzimas responsdvels pela utilizacdo de
maltose e galactose. Vectores e promotores adequados para
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utilizacdo na expressdao em levedura sao adicionalmente
descritos na EP 73 637.

A transcricdao de PR0O245 a partir de vectores em células
hospedeiras de mamifero ¢é controlada, por exemplo, por
promotores obtidos a partir dos genomas de virus tais como
poliomavirus, poxvirus avicola (fowlpox) (UK 2 211 504
publicadec em 5 de Julho de 1989), adenovirus (tal como
Adenovirus 2), papilomavirus de bovino, virus de sarcoma das
aves, citomegalovirus, um retrovirus, wvirus da hepatite B e
Virus de Simio 40 (Sv40), promotores de mamifero heterdlogos,
e.g., o promotor de actina ou um promotor de imunoglobulina, e
promotcocres de choque térmico, desde que estes promotores sejam
compativeis com os sistemas da célula hospedeira.

A transcrigdo de wum ADN que codifica o PRO245 por
eucariotas superiores pode ser aumentada por insercdo de uma
sequéncia potenciadora (enhancer) no vector. Os potenciadores
sao elementos de ADN de actuagdo em cis, usualmente com cerca
de 10 a 300 pb, que actuam sobre um promotor para aumentar a
sua transcricdo. Sao agora conhecidas muitas sequéncias
potenciadoras de genes de mamifero (globina, elastase,
albumina, o-fetoproteina e insulina). Tipicamente, porém,
utilizar-se-a um potenciador de um virus de célula eucariota.
Exemplos incluem o potenciador de Sv40 no lado tardio da
origem de replicacdo (100-270 pb), o potenciador do promotor
precoce de citomegalovirus, o potenciador de polioma no lado
tardio da origem de replicagdo e potenciadores de adenovirus.
O potenciador pode ser montado (spliced) no vector numa
posicdc 5' ou 3' em relagdo a sequéncia de codificacédo de
PRO245, mas estd preferivelmente localizado num local 5' em
relagac aoc promotor.

Vectores de expressdo utilizados em células hospedeiras
eucariotas (levedura, fungos, insectos, planta, animal,
humano, ou células nucleadas a partir de outros organismos
multicelulares) conterdo também sequéncias necessarias para a
terminac¢ao da transcrigdo e para estabilizag¢éo do ARNm. Estas
sequéncias estdo normalmente disponiveis a partir das regides
nao traduzidas a 5' e, ocasionalmente a 3', de ADN ou ADNc
eucariotas ou virais. Estas regides contém segmentos de
nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados na
porcgcéo nao traduzida do ARNm que codifica PR0O245.
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Ainda outros métodos, vectores e células hospedeiras,
adequados para adaptagdo a sintese de PRO245 em culturas de
células recombinantes de vertebrado, estdo descritos em
Gething et al., Nature, 293:620-625 (1981): Mantei et al.,
Nature, 281:40-46 (1979); EP 117 060; e EpP 117 058.

d. Detecgdo da amplificagdo/expressdo de genes

A amplificacdo e/ou expressdo de genes pode ser medida
numa amostra directamente, por exemplo, por Southern blotting
convencional, Northern blotting para quantificar a transcricao
de ARNm [Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 77:5201-5205
(1980)]1, dot blotting (andlise de ADN), ou hibridag¢do in situ,
utilizando uma sonda apropriadamente marcada, com base nas
sequéncias aqui proporcionadas. Alternativamente, podem-se
utilizar anticorpos que podem reconhecer duplices especificos,
incluindo duplices de ADN, duplices de ARN, e duplices
hibridos de ADN-ARN ou duplices de ADN-proteina. Por sua vez,
0os anticorpos podem estar marcados e pode ser realizado um
ensaio em gque o duplex ¢ ligado a uma superficie, tal que, por
formagdo do duplex sobre a superficie, se pode detectar a
presencga de anticorpo ligado ao duplex.

Alternativamente, a expressao de genes pode ser medida
por métodos imunoldgicos, tais como coloracgéao imuno-
histoquimica de células ou secgdes de tecido, e ensaio de
cultura de células ou de fluidos corporais, para quantificar
directamente a expressac do produto génico. Anticorpos uteis
para coloragdo imuno-histoquimica e/ou ensaio de fluidos de
amostra podem ser gquer monoclonais quer policlonais, e podem
ser preparades em qualquer mamifero. Convenientemente, o0s
anticorpos podem ser preparados contra um polipéptido PR0O245
de sequéncia nativa ou contra um péptido sintético baseado nas
sequéncias de ADN aqui proporcionadas ou contra uma sequéncia
exédgena fundida com ADN de PRO245 e codificando um epitopo de
anticorpo especifico.

e. Purificagdo de polipéptidos

As formas de PR0O245 podem ser recuperadas a partir do
meio de cultura ou a partir de lisados de células hospedeiras.
Se ligadas a membranas, podem ser libertadas da membrana
utilizando uma solucao detergente adequada (e.g. Triton X-100)
ou por clivagem enzimdtica. As células utilizadas na expressdo
de PRO245 podem ser rompidas por varios meios fisicos ou
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quimicos, tais como c¢iclos de congelagcao-descongelacéao,
tratamento com ultra-sons, ruptura mecidnica ou agentes de lise
celular.

Pode ser desejado purificar PR0O245 a partir de proteinas
ou polipéptidos de células recombinantes. O0s procedimentos
seguintes sdao exemplos de procedimentos de purificacao
adequados: por fraccionamento numa coluna de permuta idnica;
precipitagdo com etancl; HPLC de fase inversa; cromatografia
em silica ou numa resina de permuta catidonica tal como DEAE;
cromatofocagem; SDS-PAGE; precipitacdo com sulfato de aménioc;
filtracdo em gel wutilizando, por exemplo, Sephadex G-75;
colunas de proteina A-Sepharose para remover contaminantes
tais como IgG; e colunas de quelantes de metais para ligar
formas marcadas com epitopo do PRO245. Podem-se utilizar
varios métodos de purificacgdo de proteinas e estes métodos sdo
conhecidos na especialidade e estdo descritos por exemplo em
Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990); Scopes, Protein
Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New
York (1982) . Os passos de purificacéo seleccionados
dependerao, por exemplo, da natureza do processo de produgao
utilizado e do PRO245 particular produzido.

2. Distribuigdo nos tecidos

A localizacdo de tecidos que expressam os polipéptidos do
invento pode ser identificada determinando a expressdo de ARNm
em varios tecidos humanos. A localizacdo destes genes fornece
informacao acerca de quais os tecidos gue muito provavelmente
serdo afectados pelas actividades de estimulacdao e inibicao
dos polipéptidos do invento. A localizagdo de um gene num
tecido especifico proporciona também amostras de tecido para
0s ensaics de bloqueio de actividade adiante descritos.

A expressdo de genes em varios tecidos pode ser medida
por Southern blotting convencional, Northern blotting para
quantificar a transcri¢do de ARNm (Thomas, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 77:5201-5205 [1980]), dot blotting (andlise de ADN),
ou hibridacdo in situ, utilizando uma sonda apropriadamente
marcada, com base nas sequéncias aqui proporcionadas.
Alternativamente, podem-se utilizar anticorpos que podem
reconhecer duplices especificos, incluindo duplices de ADN,
diplices de ARN, e duplices hibridos de ADN-ARN ou duplices de
ADN-proteina.
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Alternativamente, a expressao de genes pode ser medida
por métodos imunoldgicos, tais como coloracgao imuno-
histoquimica de células ou secgdes de tecido, e ensaio de
cultura de células ou de fluidos corporais, para quantificar
directamente a expressac do produto génico. Anticorpos uteis
para coloragdo imuno-histoquimica e/ou ensaio de fluidos de
amostra podem ser guer monoclonais quer policlonais, e podem
ser preparados em qualquer mamifero. Convenientemente, ©0s
anticorpos podem ser preparados contra uma sequéncia nativa de
um polipéptido do invento ou contra um péptido sintético
baseadc nas sequéncias de ADN codificando o polipéptidoe do
invento ou contra uma sequéncia exdgena fundida com ADN
codificando um polipéptido do invento e codificando um epitopo
de anticorpo especifico. Sdo adiante fornecidas técnicas
gerais para a gerag¢do de anticorpos, e protocolos especiais
para Northern blot e hibridag¢ac in situ.

3. Estudos de ligacdo de anticorpos

A actividade dos polipéptidos do invento pode ser
adicionalmente verificada  por estudos de ligacéao de
anticorpos, nos qualis se testa a capacidade de anticorpos
contra PRO245 inibirem o efeito dos polipéptidos PR0O245 em
células de tecido. Exemplos de anticorpos incluem anticorpos
policlonais, monoclonais, humanizados, biespecificos e
heteroconjugados, cuja preparacdo serd aqui adiante descrita.

Os estudos de ligacao de anticorpos podem ser realizados
em qualguer método de ensaio conhecido, tal como ensailos de
ligagdo competitiva, ensaios em sanduiche, directos e
indirectos, e ensaios de imunoprecipitacgao. Zola, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques. pags.l147-158 (CRC Press.
Inc., 1987).

Os ensaios de ligagédo competitiva baseiam-se na
capacidade de um padrdo marcado competir com o analito na
amostra de teste pela ligagdo com uma quantidade limitada de
anticorpo. A quantidade de proteina alvo na amostra de teste é
inversamente proporcional a quantidade de padrdo gue fica
ligada aos anticorpos. Para facilitar a determinacido da
quantidade de padrdao que fica 1ligada, o©0s anticorpos sdo
preferivelmente insclubilizadcs antes ou apds a competicgdo, de
modo que padrdo e analito, que estdo ligados aos anticorpos,
podem ser convenientemente separados de padrdo e analito que
permanecem nao ligados.
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Os ensaios em sanduiche envolvem a utilizagdo de dois
anticorpos, cada um capaz de se ligar a uma porg¢do ilmunogénica
ou epitopo diferente, da proteina a detectar. Num ensaio em
sanduiche, o© analito na amostra de teste ¢ 1ligado por um
primeiro anticorpo gque esta imobilizado sobre um suporte
s6lido, e depois um segundo anticorpo liga-se ao analito,
formando assim um complexo insoltvel tripartido. Ver, e.g.,
Patente dos E.U.A. N.° 4 376 110. O segundo anticorpc pode ele
prépric estar marcado com uma porcgdo detectdvel (ensaios em
sanduiche directos) ou pode ser medido utilizando um anticorpo
anti-imunoglobulina que estd marcado com uma porgdo detectdvel
(ensaic em sanduiche indirecto). Por exemplo, um tipo de
ensaio em sanduiche ¢ um ensaio ELISA, €aso em que a porgao
detectavel é uma enzima.

Para imuno-histoguimica, a amocstra de tecido pode ser
fresca ou congelada ou pode ser embebida em parafina e fixada

com um conservante tal como feormalina, por exemplo.

4, Ensaios baseados em células

Podem-se utilizar ensailos baseados em células e modelos
animais para doencas 1muno-relacionadas para compreender
adicionalmente a relacdo entre os genes e o0s polipéptidos aqui
identificados e o desenvolvimento e a patogénese da doenga
imuno-relacionada.

Numa abordagem diferente, células de um tipo celular que
se sabe estar envolvido numa doen¢a particular imuno-
relacionada sao transfectadas com os ADNc aqui descritos, e
analisa-se a capacidade destes ADNc para estimular ou inibir a
funcdo imunitdria. Podem-se transfectar células adequadas com
0 gene desejado, e monitoram-se quanto a actividade da fungédo
imunitdria. Estas linhas de células transfectadas podem depois
ser wutilizadas para testar a capacidade de anticorpos
policlonais ou monoclonais ou de composigdes de anticorpos
para inibir ou estimular a funcdo imunitdria, por exemplo para
modular & proliferagdo de células T ou a infiltracdo de
células inflamatodrias. Podem-se utilizar adicionalmente
células transfectadas com as sequéncias de codificagdo dos
genes aqui identificados para identificar férmacos candidatos
para o tratamento de doencgas imuno-relacionadas.
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Adicionalmente, podem-se agui utilizar culturas derivadas
de animais transgénicos (como adiante descrito) nos ensaios
baseados em células, ainda que se prefiram linhas de células
estdveis. Sdo Dbem conhecidas na especialidade técnicas para
obter 1linhas de <c¢élulas continuas a partir de animais
transgénicos (ver, e.g. Small, et al., Mol. Cell. Biol. 5,
642-648 [1985]).

Un ensaio baseado em células adequado é a reacgao
linfocitdria mista (MLR). Current Protocols in Immunology,
unidade 3.12; editado por J.E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H.
Marglies, E.M. Shevach, W. Strober, National Institutes of
Health, publicado por John Wiley & Sons. Inc. Neste ensaio, é
ensaiada a capacidade de um compostoc de teste para estimular a
proliferagdao de células T activadas. Uma suspensao de
células T respondedoras é cultivada com células estimulantes
alogénicas e a proliferagdo de <células T ¢ medida pela
incorporacao de timidina tritiada. Este ensaio ¢ uma medida
geral da reactividade de células T. Uma vez que a maloria das
células T respondem a IL-2 e produzem IL-2 apds activacgao,
diferencas em resposta neste ensaic reflectem em parte
diferencas na producdo de IL-2 pelas células respondedoras. Os
resultados de MLR podem ser verificados por um ensaio padrao
de detecgdo de linfoquinas (IL-2). Current Protocols 1in
Immunology, supra, 3.15, 6.3.

Uma resposta de células T proliferativas num ensaio de
MLR pode ser devida a uma resposta mitogénica ou pode ser
devida a uma resposta estimulante pelas células T. Uma
verificacdo adicional da actividade estimulante de células T
dos polipéptidos do invento pode ser obtida por um ensaio de
co-estimulagcdao. A activagao de células T requer um sinal
especifico do antigénio mediado através do complexo de
histocompatibilidade  principal (MHC) e um  sinal co-
estimulante, mediado através de uma segunda interaccgao de
ligacdo de ligandos, por exemplo, & interacg¢do de ligacdo B7
(CD8Q, (CD86)/CD28. A 1ligacdo cruzada de (D28 aumenta a
secregdo de linfoquina pelas células T activadas. A activacgao
de c¢élulas T tem controlos tanto negativos como positivos
através da ligacao de ligandos que tém um efeito negativo ou
positivo. A CD28 e a CTLA-4 sdo glicoproteinas relacionadas da
superfamilia de Ig que se ligam a B7. A ligacdao de CD28 a B7
tem um efeito de co-estimulacao positivo de activacao de
células T; inversamente, a ligagdo de CTLA-4 a B7 tem um
efeito negativo de desactivacdo de células T. Chambers, C.A. e
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Allison. J.P., Curr. Opin. Immunol. (1997) 9:396. Schwartz, R.
H., Cell (1992) 71:1065; Linsey, P.S. e Ledbetter, J.A., Annu.
Rev. Immunol, (1993) 11:191; June, C.H. et al., Immunol. Today
(1994) 15:321; Jenkins, M.K., Imnmunity (1994) 1:405. ©Num
ensaio de co-estimulacgdo, os polipéptidos do invento séo
ensaiados quanto a actividade co-estimulante ou inibidora de
células T.

Os polipéptidos do invento, bem como outros compostos do
invento, que sao0 estimulantes (co-estimulantes) da
proliferacdo de células T, conforme determinado por ensaios de
MLR e de co-estimulacdo, por exemplo, sdao Uteis no tratamento
de doengas 1imuno-relacionadas caracterizadas por uma fungao
imunitédria fraca, sub-6ptima ou inadequada. Estas sdo tratadas
por estimulacao da proliferacgao e activacao de células T (e da
imunidade mediada por células T) e por melhoria da resposta
imunitdria num mamifero através da administracdo de um
composto estimulante, tal como os polipéptidos estimulantes do
invento. O polipéptido estimulante pode ser um polipéptido
PRO301, PR0O362 ou PROZ245 ou um seu anticorpo agonista. A
terapia com imunocadjuvantes para tratamento de tumores,
descrita adiante em mais detalhe, ¢é um exemplo desta
utilizacdo dos compostos estimulantes do invento. Anticorpos
que se ligam a polipéptidos inibidores funcionam para melhorar
a resposta imunitdria removendo o efeito inibidor dos
polipéptidos inibidores. Este efeito é observado em
experiéncias utilizando anticorpos anti-CTLA-4 que melhoram a
proliferagdao de células T, presumivelmente por remogdo do
sinal inibidor causado pela ligagao de CTLA-4. Walunas, T.L.
et al., Immunity (1994) 1:405. Esta utilizacdo esta também
validada em experiéncias com ¢licoproteina 4-1BB, um membro da
familia de receptores de factor de necrose tumoral, dque se
liga a um ligando (4-1BBL) expresso em células T provocadas e
que sinaliza a activagdao e o crescimento de células T.
Alderscn, M.E. et al., J. Immunol. (1994) 24:2219. A inibigao
da ligacdo de 4-1BB por tratamento com um anticorpo anti-4-1BB
aumenta a gravidade da doenga de enxerto-versus-hospedeiro e
pode ser utilizada para erradicar tumores. Hellstrom, I. e
Hellstrom, K.E., Crit. Rev. Immuncl. (1998) 18:1.

Por outro lado, polipéptidos do invento, bem como outros
compostos do invento, que Sao inibidores da
proliferacdo/activacdao de c¢células T e/ou da secrecdo de
linfoquinas, podem ser utilizados directamente para suprimir a
resposta imunitdria. Estes compostos sdo Uteis para reduzir o
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grau da resposta imunitdria e para tratar doencas imuno-
relacionadas caracterizadas por uma resposta hiperactiva,
super-¢ptima ou auto-imune. Alternativamente, anticorpos que
se ligam aos polipéptidos estimulantes do invento e que
bloqueiam o efeito estimulante destas moléculas podem ser
utilizados para suprimir a resposta imunitdria mediada por
células T por inibicgdo da proliferacdo/activacdo de células T
e/ou da secrecdo de linfoquinas. Bloquear o efeito estimulante
dos polipéptidos suprime a resposta imunitdria do mamifero.

5. Modelos animais

Os resultados dos ensalos in vitro baseados em células
podem ser adicionalmente verificados utilizando modelos
animais in vivo e ensalos para avaliar a funcgao de células T.
Uma variedade de modelos animais bem conhecidos pode ser
utilizada para compreender adicionalmente o papel dos genes
aqui identificados no desenvolvimento e patogénese de doencas
imuno-relacionadas, e ©para testar a eficdcia de agentes
terapéuticos candidatos, incluindo anticorpos, e outros
antagonistas dos polipéptidos nativos, incluindo antagonistas
de molécula pequena. A natureza 1in vivo destes modelos
torna-os particularmente preditivos de respostas em pacientes
humanos. Modelos animais de doencas imuno-relacionadas incluem
animais nao recombinantes e recombinantes (transgénicos).
Modelos animais nac recombinantes incluem, por exemplo,
roedores, e.g., modelos murinos. Estes modelos podem ser
gerados por introdugdao de c¢élulas em ratinhos singénicos
utilizando técnicas padrdo, e.g. injeccgdo subcuténea, injecgio
na veia caudal, implantacgao no baco, implantacao
intraperitoneal, implantacgdc sob a capsula renal, etc.

A hipersensibilidade de contacto € um ensalo in vivo
simples da fungdo imunitdria mediada por c¢élulas. Neste
procedimento, células epidérmicas sdo expostas a haptenos
exdgenos que dao origem a uma reac¢do de hipersensibilidade do
tipo retardado que é medida e quantificada. A sensibilidade de
contacto envolve uma fase de sensibilizac¢do inicial seguida
por uma fase de inducdo. A fase de indugao ocorre quando as
células epidérmicas encontram um antigénio com o qual tinham
tido um contacto anterior. A inchacdo e a inflamac¢ao ocorrem,
fazendo disto um modelo excelente de dermatite de contacto
alérgica humana. Um procedimento adequado ¢é descrito em
detalhe em Current Protocols in Immunology, Eds. J.E. Cologan,
A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies, E.M. Shevach e W. Strober,
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John Wiley & Sons. Inc., 1994, unidade 4.2. Ver também Grabbe,
S. e Schwarz, T, Immun. Today 19(1):37-44 (1998).

A doenca de enxerto-versus-hospedeiro ocorre quando
células imunocompetentes sdo transplantadas para pacientes
imunossuprimidos ou  tolerantes. As células do doador
reconhecem e respondem a antigénios do hospedeiro. A resposta
pode variar desde uma inflamacgdo grave com perigo de vida até
casos ligeiros de diarreia e perda de peso. 0s modelos de
doenca de enxerto-versus-hospedeiro proporcionam um meio de
avaliar a reactividade de células T contra antigénios de MHC e
antigénios de enxerto menores. Um procedimento adequado é
descrito em detalhe em Current Protocols in Immunology, supra,
unidade 4.3.

Umn modelo animal para a rejeicao de aloenxertos de pele é
um meio para testar a capacidade de células T para mediar a
destruigdao de tecido in vivo, o que ¢ indicativo e uma medida
do seu papel em imunidade antiviral e antitumoral. Os modelos
mais comuns e aceites utilizam enxertos de pele de cauda de
murino. Experiéncias repetidas tém mostrado que a rejeigdo de
aloenxertos de pele ¢é mediada por c¢élulas T, células T
auxiliares e células T assassinas-efectoras, e nao por
anticorpos. Auchincloss, H. Jr. e Sachs, D.H., Fundamental
Immunology, 2.2 W.E. Paul ed., Raven Press, NY, 1989, §89-992.
Um procedimento adequado ¢é descrito em detalhe em Current
Protocols in Immunology, supra, unidade 4.4. Outros modelos de
rejeicao de transplantes, que podem ser utilizados para testar
os compostos do invento, sao os modelos de transplante de
coracao alogénico descritos  por Tanabe, M. et al.,
Transplantation (1994) 58:23 e Tinubu, S.A. et al., J.
Immunol. (1994) 4330-4338.

Modelos animais para hipersensibilidade do tipo retardado
proporcionam também um ensaio da func¢do imunitdria mediada por
células. ReacgOes de hipersensibilidade do tipo retardado sao
uma resposta imunitdria in vivo, mediada por células T,
caracterizada por inflamag¢do gue nao atinge um pico antes de
ter decorrido um certo periodo de tempo apds provocagac com um
antigénio. Estas reacgbes ocorrem também em doencas auto-
imunes especificas de tecido tais como esclerose multipla (EM)
e encefalomielite auto-imune experimental (EAE, um modelo da
EM). Um procedimento adequado é descrito em detalhe em Current
Protocols in Immunology, acima, unidade 4.5.
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A EAE ¢ uma doenca auto-imune mediada por células T
caracterizada por 1inflamagac de células T e de células
mononucleares e subsequente desmielinizagdo de axénios no
sistema nervoso central. A EAE ¢é geralmente considerada um
modelo animal relevante para a EM em humanos. Bolton, C.,
Multiple Sclerosis (1995) 1:143. Tém sido desenvolvidos
modelos agudos e recorrentes-remitentes. Os compostos do
invento podem ser testados quanto a actividade estimulante ou
inibidora de células T contra doengas desmielinizantes imuno-
mediadas utilizando o protocolo descrito em Current Protocols
in Immunology, acima, unidades 15.1 e 15.2. Ver também O©Os
modelos para a doenca de mielina em que oligodendrdécitos ou
células de Schwann sdo enxertados no sistema nervoso central
como descrito em Duncan, I1.D. et al., Molec. Med. Today (1997)
554-561.

Umn modelo animal para a artrite é a artrite induzida por
colagénio. Este modelo partilha caracteristicas c¢linicas,
histoldgicas e imuncldgicas com a artrite reumatdide auto-
imune humana e ¢ um modelo aceitdvel para a artrite auto-imune
humana. Os modelos de ratinho e rato sao caracterizados por
sinovite, e por erosdao de cartilagem e do osso subcondral. Os
compostos do invento podem ser testados quanto a actividade
contra a artrite auto-imune utilizando os protocolos descritos
em Current Protocols in Immunology, acima, unidade 15.5. Ver
também o modelo gue utiliza um anticorpo monoclonal contra
CD18 e integrinas VLA-4 descrito em Issekutz, A.C. et al.,
Immunology (1996) 88:569.

Foi descrito um modelo de asma no qual sdo induzidas
hiper-reactividade das vias aéreas, eosinofilia pulmonar e
inflamac¢do, induzidas por antigénio, por sensibilizagdo de um
animal com ovalbumina e depois provocacdo do animal com a
mesma proteina entregue por aerossol., Varios modelos animais
(porquinho-da-india, rato, primata ndo humano) apresentam
sintomas similares aos da asma atdpica em humanos apds
provocacgao com antigénios em aerossol. Os modelos murinos tém
muitas das particularidades da asma humana. Procedimentos
adequados para testar os compostos do invento, quanto a
actividade e eficacia no tratamento de asma, sdo descritos por
Wolyniec, W.W. et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. (1998)
18:777 e as referéncias ai citadas.

Adicionalmente, o©s compostos do invento podem @ ser
testados em modelos animais para doencgas tals como a psoriase.
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As evidéncias sugerem uma patogénese de células T para a
psoriase. 0Os compostos do invento podem ser testados no modelo
de ratinho scid/scid descrito por Schon, M.P. et al., Nat.
Med. (1997) 3:183, no qual os ratinhos apresentam lesles
histopatoldgicas da pele que se assemelham a psoriase. Outro
modelo adequado ¢é a gquimera de pele humana/ratinho scid
preparada como descrito por Nickoloff, B.J. et al., Am. J.
Path. (1995) 146:580.

Podem ser manipulados modelos animais recombinantes
(transgénicos) introduzindo a porcdo de codificacdo dos genes
aqui identificados no genoma de animais de interesse,
utilizando técnicas padrao para a producdo de animais
transgénicos. Animais que podem servir como alvo para
manipulacac transgénica incluem, sem limitag¢do, ratinhos,
ratos, coelhos, porguinhos-da-india, ovelhas, cabras, porcos,
e primatas nac humanos, e.g. babuinos, chimpanzés e macacos.
Técnicas conhecidas na especialidade para introduzir um
transgene nestes animails incluem micro-injecgdo pré-nuclear
(Hoppe e Wanger, Patente dos E.U.A. N.° 4 873 191);
transferéncia de genes mediada por retrovirus em linhas
germinais (e.g., Van der Putten et al., Proc. Natl. Acad Sci.
USA 82, 6148-615 [1985]); direccionamento de genes para
células estaminals embriondrias (Thompson et al., Cell 56,
313-321 [1989]); electroporagdo de embrides (Lo, Mol. Cel.
Biol. 3, 1803-1814 [1983]); transferéncia de genes mediada por
esperma (Lavitrano et al., Cell 57, 717-73 [198%]). Para uma
revisao, ver, por exemplo, Patente dos E.U.A., N.° 4 736 866.

Para o© propo6sito do presente invento, o©0s animais
transgénicos incluem aqueles que apenas sao portadores do
transgene em parte das suas células ("animais mosaico"). O
transgene pode ser integrado, quer como um transgene simples,
quer em concatdmeros, e.g., tandens cabeca-cabega ou cabeca-
cauda. E também possivel a introducdo selectiva de um
transgene num tipo de célula particular, por exemplo, pela
seguinte técnica de Lasko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89, 623-636 (1992).

A expressdo do transgene em animais transgénicos pode ser
monitorizada por técnicas padrdo. Por exemplo, podem-se
utilizar andlise Southern blotting ou amplificacdo por PCR
para verificar a integracdo do transgene. O nivel de expressiao
de ARNm pode depois ser analisado utilizando técnicas tais
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como hibridagcdo in situ, analise Northern blotting, PCR ou
imunocitoguimica.

Os animais podem ser adicionalmente examinados quanto a
sinais de patologia da doenga imunitaria, por exemplo por
exame histoldgico, para determinar a infiltracdo de células
imunitdrias em tecidos especificos. Podem-se também realizar
experiéncias de bloqueio nas quais os animais transgénicos sdo
tratados com os compostos do invento para determinar a
extensdo da estimulagao ou inibicdo da proliferacao de
células T pelos compostos. Nestas experiéncias, anticorpos
blogueadores que se ligam ao polipéptido do invento,
preparados como acima descrito, sdo administrados ao animal e
¢ determinado o efeito sobre na funcdo imunitdria.

Alternativamente, podem ser construidos animais
"knockout" que tém um gene codificante de um polipéptido aqui
identificado deficiente ou alterado como resultado de
recombinac¢do homdloga entre o gene enddgeno codificante do
polipéptido e ADN gendmico alterado codificante do mesmo
polipéptido, introduzido numa linha de células embriondria do
animal. ©Por exemplo, ADNc que codifica um polipéptido
particular pode ser utilizado para clonar ADN gendmico dgue
codifica esse polipéptido, de acordo com técnicas
estabelecidas. Uma porgdao do ADN gendmicc que codifica um
polipéptido particular pode ser eliminada ou substituida por
outro gene, tal como um gene gque codifica um marcador
seleccionadvel, que pode ser utilizado ©para monitorar a
integracdo. Tipicamente, sdo incluidas no wvector varias
quilobases de ADN flanqueador ndo alterado (em ambas as
extremidades 5' e 3') [ver e.g., Thomas e Capecchi, Cell.
51:503 (1987) para uma descrigdo de vectores de recombinacao
homélogos]. O vector ¢é introduzido numa 1linha de células
estaminais embriondrias (e.g., por electroporagdo) e sao
seleccionadas as células nas quais o ADN introduzido se
recombinou homologamente com o ADN enddégenc [ver e.g., Li et
al., Cell, 69:915 (1992)]. As células seleccionadas sao depois
injectadas num blastocisto de um animal (e.g., um ratinho ou
rato) para formar gquimeras de agregacao [ver e.g., Bradley, em
Teratocarcinomas and FEmbryonic Stem (Cells: A Practical
Approach, E.J. Robertson, ed. (IRL. Oxford, 1987), pags. 113-
152]. Um embridoc quiméricc pode depois ser implantado num
animal de acolhimentc fémea pseudo-gravida e o embrido ¢
desenvolvido até ao termo para criar um animal "knockout". A
progénie, albergando o ADN recombinado homologamente nas suas
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células germinais, pode ser identificada por técnicas padrao e
utilizada para criar animais nos quais todas as células do
animal contém o ADN recombinado homologamente. Os animais
"knockout" podem ser caracterizados, por exemplo, pela sua
capacidade de defesa contra certas condigdes patoldgicas e
quanto ao seu desenvolvimento de condic¢des patoldgicas devido
a auséncia do polipéptido.

6. Terapia imunoadjuvante

Numa concretizacdo, compostos do invento com um efeito
imuncestimulante podem ser utilizados em terapia
imunoadjuvante para o© tratamento de tumores (cancro). Esta
agora bem estabelecido que células T reconhecem antigénios
especificos de tumores humanos. Um grupo de antigénios
tumorais, codificados pelas familias de genes MAGE, BAGE e
GAGE, estdo silenciosos em todos 0s tecidos normais de adulto,
mas sao expressos em quantidades significativas em tumores,
tais como melanomas, tumores do pulmdo, tumores de cabega e
pescogco e carcinomas da bexiga. DeSmet, C. et al. (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 93:7149. Foi mostrado que a co-
estimulagdo de células T induz a regressao do tumor e uma
resposta antitumoral tanto in vitro como in vivo. Melero, I.
et al., Nature Medicine (1997) 3:682; Kwon, E.D. et al., Proc.
Natl. Acad, Sci, USA (1997) 94:8099; Lynch, D.H. et al.,
Nature Medicine (1997) 3:625; Finn, 0.J. e Lotze, M.T., J.
Immunol. (1998) 21:114. 0Os compostos estimulantes do invento
podem ser administrados como adjuvantes, sozinhos ou em
conjunto com um agente regulador do crescimento, um agente
citotdéxico ou um agente quimioterapéutico, para estimular a
proliferacdo/activacdo de células T e uma resposta antitumoral
a antigénios tumorais. O agente regulador do crescimento,
citotdéxico ou quimioterapéutico pode ser administrado em
quantidades convencionais utilizando regimes de administracdo
conhecidos. A actividade imunoestimulante dos compostos do
invento permite gquantidades reduzidas dos agentes de regulacao
do crescimento, citotdxicos ou quimioterapéuticos, diminuindo
desse modo potencialmente a toxicidade para o paciente.

O cancro ¢é caracterizado pelo aumento noc numero de
células anormais ou neoplédsicas, derivadas de um tecido normal
que proliferam para formar uma massa tumoral, pela invasao de
tecidos adjacentes por estas células tumorais neoplédsicas, e
pela geragdo de células malignas que eventualmente se espalham
através do sangue ou do sistema linfatico, para nddulos
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linféticos regionais e para locais distantes (metdstase). Num
estado canceroso, uma célula prolifera sob condig¢des nas quais
as células normais nado cresceriam. O cancro manifesta-se ele
propric numa vasta variedade de formas, caracterizadas por
diferentes graus de invasdo e agressividade.

A alteragdo da expressao génica estd intimamente
relacionada com © crescimento celular descontrolado e
indiferenciacdo, que sdo uma caracteristica comum de todos os
cancros. Tem-se constatado que o0s genomas de certos tumores
bem estudados apresentam uma expressdo diminuida de genes
recessivos, usualmente designados por genes de supressao
tumoral, que normalmente funcionariam para impedir 0
crescimento de células malignas, e/ou a sobre-expressdo de
certos genes dominantes, tals como 0s oncogenes, que actuam
para promover o crescimento maligno. Cada uma destas
alteragdes genéticas parece ser responsdvel pela importacdc de
algumas das ameagas que, como um todo, representam o fendtipo
neopldsico completo (Hunter, Cell 64, 1129 [1991]; Bishop,
Cell 64, 235-248 [1991]).

Un mecanismo bem conhecido da sobre-expressdo génica
(e.g. oncogene) em células de cancro ¢ a amplificacdo génica.
Este é um processo onde, no cromossoma na célula ancestral,
sdo produzidas mtltiplas c¢épias de um gene particular. O
processo envolve a replicacdo ndo programada da regido de
cromossoma compreendendo o gene, seguida por recombinacdo dos
segmentos replicados de novo para o cromossoma (Alitalo et
al., Adv. Cancer Res. 47. 235-281 [1986]). Cré-se que a sobre-
expressdo do gene estd em paralelo com a amplificacdo do gene,
i.e. é proporcional aco ntmero de cdédpias efectuado.

Foram identificados proto-oncogenes que codificam
factores de crescimento e receptores de factor de crescimento
que desempenham papéis importantes na patogénese de varias
malignidades humanas, incluindo cancro da mama. Por exemplo,
constatou-se que o gene ErbB2 humano (erbB2, também conhecido
por herZ2 ou c-erbB-2), que codifica um receptor de
glicoproteina transmembranar de 185 kd  (pl185™%,  HER2)
relacionado com o receptor de factor de crescimento epidérmico
(EGFR), ¢ sobre-expresso em cerca de 25% a 30% dos cancros da
mama (Slamon et al., Science 235:177-182 [1987],; Slamon et
al., Science 244:707-712 [1989]).
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Foli recentemente noticiado que a amplificacdaoc génica de
um proto-oncogene é um evento tipicamente envolvido nas formas
mais malignas de cancro, e podia actuar como indicativo do
desfecho clinico (Schwab et al., Genes Chromosomes Cancer 1,
181-193 [1990]; Alitalo et al., supra). Assim, a sobre-
expressac de erbBZ2 é normalmente encarada como indicativa de
um prognéstico reservado, especialmente em pacientes com
doenga primdria envolvendo nddulos linfdaticos axilares (Slamon
et al., [1987] e [1989], supra; Ravdin e Chamness, Gene
159:19-27 [1995]; e Hynes e Stem, Biochim. Biophys. Acta
1198:165-184 [1994]), e tem sido associada a sensibilidade
e/ou resisténcia a regimes de terapia hormonal e
quimioterapéuticos, incluindo CMF (ciclofosfamida, metotrexato
e fluorouracilo) e antraciclinas (Baselga et al., Oncology
11(3 Supl 1):43-48 [1997]). Contudo, apesar da associac¢do da
sobre-expressdo de erbBZ a um prognéstico reservado, as
probabilidades de pacientes HERZ2-positivos responderemn
clinicamente a tratamento com taxanos eram trés vezes
supericres as de ©pacientes HER2-negativos (Ibid.). Um
anticorpo monoclonal recombinante humanizado anti-ErbB2 (anti-
HERZ) (uma versdo humanizada do anticorpo murino anti-ErbB2,
4D5, denominada rhuMAb HER2 ou Herceptin7) tem sido
clinicamente activo em ©pacientes com cancros da mama
metastdticos, que sobre-expressam ErbB2, que tinham recebido
previamente extensa terapia anticancerosa. (Baselga et al., J.
Clin. Oncol. 14:737-744 [1996]).

7. Ensaios de rastreio para candidatos a farmacos

Sdao concebidos ensaios de rastreio para candidatos a
farmacos para identificar compostos que se ligam ou complexam
com 05 polipéptidos codificados pelos genes aqui
identificados, ou um seu fragmento biologicamente activo
fragmento, ou que de outro modo interferem com a interacg¢ao
dos polipéptidos codificados com ocutras proteinas celulares.
Estes ensaios de rastreio incluirdo ensaios utilizaveis em
rastreio de elevado rendimento de bibliotecas quimicas,
tornando-os particularmente adequados para identificacdo de
candidatos a férmacos de moléculas pequenas. Moléculas
pequenas contempladas incluem compostos sintéticos orginicos
ou 1inorganicos, incluindo péptidos, preferivelmente péptidos
soluveis, fusdes de (pocli)péptido-imunoglobulina, e, em
particular, anticorpos incluindo, sem limitacgdo, anticorpos
policlonais e monoclonais e fragmentos de anticorpo,
anticorpos de cadeia simples, anticorpos anti-idiotipicos, e
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versbes guiméricas ou humanizadas destes anticorpos ou
fragmentos, bem como anticorpos e fragmentos de anticorpo
humanos. Os ensaios podem ser realizados numa variedade de
formatos, incluindo ensaios de 1ligagao proteina-proteina,
ensaios de rastreio bioquimicos, imuncensaios e ensaios
baseados em células, que estdao bem caracterizados na
especialidade.

Todos o0s ensaios sao comuns pelo facto de envolverem o
contacto do candidato a farmaco com um polipéptido codificado
por um d&dcido nucleico aqui identificado sob condigdes e
durante um tempo suficiente para permitir que estes dois
componentes interactuem.

Em ensaios de 1ligagao, & interacgdo ¢ a ligagao e o
complexo formado pode ser i1solado ou detectado na mistura
reaccional. Numa concretizacdo particular, o polipéptido
codificado pelo gene aqui identificado ou o candidato a
farmaco é imobilizado sobre uma fase sdélida, e.g., sobre uma
placa de microtitulacdo, por ligacgdes covalentes ou nao
covalentes. A ligacdao nao covalente é geralmente realizada por
revestimento da superficie sélida com uma solugdao do
polipéptido e secagem. Alternativamente, pode-se utilizar um
anticorpo imobilizado, e.g. um anticorpo monoclonal,
especifico para o polipéptido a imobilizar, para © ancorar a
uma superficie soélida. O ensaio é realizado por adicao do
componente ndo imobilizado, que pode estar marcado por um
marcador detectdvel, ao componente imobilizado, e.g., a
superficie revestida contendo o componente ancorado. Quando a
reaccdo estd completa, removem-se os componentes ndo reagidos,
e.g. por lavagem, e detectam-se o0s complexos ancorados sobre a
superficie sélida. OQuando o componente originalmente nao
imobilizado transporta um marcador detectdvel, a detecgdo do
marcader imobilizado sobre a superficie indica que a
complexagdo ocorreu. Quando o componente originalmente nao
imobilizado ndo transporta um marcador, a complexacdc pode ser
detectada, por exemplo, utilizandc um anticorpo marcado gque se
liga especificamente ao complexo imobilizado.

Se o composto candidato interactua mas nao se liga a uma
proteina particular codificada por um gene aqui identificado,
a sua interaccdo com essa proteina pode ser ensaiada por
métodos bem conhecidos para detecgao de interacgdes proteina-
proteina. Estes ensaios incluem abordagens tradicionais, tais
como, ligacdo cruzada, co-imunoprecipitacdo e co-purificacao
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através de gradientes ou colunas cromatogrdficas. Para além
disso, as interaccgdes proteina-proteina podem ser monitoradas
utilizando um sistema genético baseado em leveduras descrito
por Fields e colaboradores [Fields e Song, Nature (London)
340, 245-246 (1989); Chien et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88, 9578-9582 (1991)] como revelado por Chevray e Nathans
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)]. Muitos
activadores da transcricgdo, tais como GAL4 de levedura,
consistem em dois dominios modulares fisicamente distintos, um
que actua comc o dominio de ligagdo aoc ADN, engquanto o outro
funciona como o dominio de activacdo da transcricdo. O sistema
de expressao de levedura descrito nas publicacdes precedentes
(geralmente designado pelo "sistema de dois hibridos") tira
vantagem desta propriedade, e utiliza duas proteinas hibridas,
uma em que a proteina alvo estd fundida com o dominio de
ligacdo de ADN de GAL4, e a outra em que as proteinas de
activacdaoc do candidato estdo fundidas com o dominio de
activacao. A expressao de um gene repdrter GALl-IacZ sob
controlo de um promotor activado por GAL4 depende da
reconstituigcdo da actividade GAL4 através de 1interaccao
proteina-proteina. As colédnias contendo polipéptidos
interactuantes sdo detectadas com um substrato cromogénico
para [-galactosidase. Um kit completo (MATCHMAKER™) para
identificacdo de interacgdes proteina-proteina entre duas
proteinas especificas, utilizando a técnica dos dois hibridos,
estd disponivel comercialmente na Clontech. Este sistema pode
também ser alargado para mapear dominios de proteina
envolvidos em interacg¢des de proteinas especificas bem como
para assinalar residuos de aminoacido que sdo cruciais para
estas interaccdes.

De modo a identificar compostos que interferem com a
interaccao de um gene agui identificado e de modo a poderem
ser testados outros componentes intracelulares ou
extracelulares, prepara-se usualmente uma mistura reaccional
contendo o produto génicc e o© componente intracelular ou
extracelular, sob condig¢fes e durante um tempo que permitam a
interacgcao e a ligagao dos dois produtos. Para testar a
capacidade de um composto de teste para inibir a ligacdo, a
reacgao é realizada na auséncia e na presenga do composto de
teste. Adicionalmente, pode-se adicionar um placebo a uma
terceira mistura reaccional, para servir como controlo
positivo. A ligagao (formagdo de complexo) entre o composto de
teste e o componente intracelular ou extracelular presente na
mistura ¢ monitorada como acima descrito. A formacdo de um
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complexo nas reacgbes de controlo, mas ndo na mistura
reaccional contendo o composto de teste, indica que o composto
de teste interfere na interaccdo do composto de teste com o
seu parceiro de reaccgéo.

8. Composigdes e métodos para o tratamento de doengas imuno-

relacionadas

As composig¢des uteis no tratamento de doengas imuno-
relacionadas incluem, sem limitacao, anticorpos, moléculas
pequenas orgdnicas e 1inorgédnicas, péptidos, fosfopéptidos,
moléculas anti-sentido e de ribozima, moléculas de hélice
tripla, etc., que inibem ou estimulam a funcdo imunitéaria, por
exemplo, proliferacdo/activagdo de células T, libertagdo de
linfoquina, ou infiltracdo de células imunitdrias.

Por exemplo, moléculas de ARN e de ARN anti-sentido
actuam para Dblogquear directamente a traducdao de ARNm
hibridando com o ARNm pretendido e impedindo a tradugaoc das
proteinas. Quando se utiliza ADN anti-sentido, preferem-se
oligodesoxirribonucledtidos obtidos a partir do local de
inicio da tradugao, e.g., entre cerca de -10 e +10 posicdes da
sequéncia de nucledtidos do gene alvo.

As ribozimas sdo moléculas de ARN enzimaticas capazes de
catalisar a clivagem especifica de ARN. As ribozimas actuam
por hibridacdo especifica da sequéncia com o ARN alvo
complementar, seguida por clivagem endonucleolitica. Locais
especificos de clivagem para ribozima, dentro de um alvo de
ARN  potencial, podem ser identificados por técnicas
conhecidas. Para mais detalhes, ver e.g. Rossi, Current
Biology 4, 469-471 (1994), e publicagdo PCT N.° WO 97/33551
(publicada em 18 de Setembro de 1997).

As moléculas de 4acido nucleico com formagdo em hélice
tripla, utilizadas para inibir a transcrig¢do, deverdo ser de
cadeia simples e compostas por desoxinucledtidos. A composicao
de base destes oligonucledtidos € concebida de modo promover a
formacdo da hélice tripla através das regras de emparelhamento
de Dbases de Hoogsteen, qgue geralmente reguerem extensdes
bastante grandes de purinas ou pirimidinas numa cadeia de um
diplex. Para mais detalhes wver, e.g. publicagac PCT N.°
WO 97/33551, supra.
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Estas moléculas podem ser identificadas por qualguer um
ou por qualquer combinagcdac dos ensaios de rastreio acima
descritos e/ou por quaisquer outras técnicas de rastreio bem
conhecidas dos peritos na especialidade.

9. Anticorpos

Entre os candidatos a farmacos mails promissores, de
acordo com © presente invento, incluem-se anticorpos e
fragmentos de anticorpo que podem inibir (antagonistas) ou
estimular (agonistas) a proliferacdao de células T, a
infiltracao de leucdcitos, etc. Exemplos de anticorpos incluem
anticorpos policlonais, monoclonais, humanizados,
biespecificos e heteroconjugados.

a. Anticorpos policlonais

Os métodos de preparacdo de anticorpos policlonais sao
conhecidos do técnico especialista. Os anticorpos policlonais
podem ser criados num mamifero, por exemplo, por uma ou mais
injecc¢des de um agente de imunizacdo, &, se desejado, de um
adjuvante. Tipicamente, © agente de imunizacdo e/ou adjuvante
serdo injectados no mamifero por multiplas injeccdes
subcutdneas ou intraperitoneais. O agente de imunizacdo pode
incluir o polipéptido PR0O301, PRO362 ou PRO245 do invento ou
uma sua proteina de fusdo. Pode ser util conjugar o agente de
imunizagdo a uma proteina conhecida como imunogénica no
mamifero que estd a ser imunizado. Exemplos destas proteinas
imunogénicas incluem mas ndo estdo limitadas a hemocianina de
lapa Fissureila, albumina de soro, tiroglobulina de bovino e
inibidor de tripsina de soja. Exemplos de adjuvantes que podem
ser utilizados incluem adjuvante completo de Freund e
adjuvante MPL-TDM (monofosforil-Lipido A, dicorinomicolato de
trealose sintético). O protocolo de imunizagdo pode ser
seleccionado por um perito na especialidade sem a indevida
experimentagdo.

b. Anticorpos monoclonais

Anticorpos gue reconhecem e se ligam aos polipéptidos do
invento, ou que actuam como seus antagonistas, podem ser
alternativamente anticorpos monoclonais. Podem-se preparar
anticorpos monoclonais utilizando métodos de hibridoma, tais
como o0s descritos por Kohler e Milstein, Nature, 256:495
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(1975). Num método de hibridoma, um ratinho, hamster ou outro
animal hospedeiro apropriado, ¢é tipicamente imunizado com um
agente de imunizacdo para induzir linfdécitos que produzem ou
sao capazes de produzir anticorpos que se ligarao
especificamente ao agente de imunizacdo. Alternativamente, os
linfécitos podem ser imunizados in vitro.

0 agente de imunizacdo incluird tipicamente o polipéptido
PRO301, PRO362 ou PR0O245 do invento, um seu fragmento
antigénico ou uma sua proteina de fusdoc. Geralmente,
utilizam-se linfdécitos de sangue periférico (PBL) se se
desejam células de origem humana, ou células de bag¢o ou
células de ndédulo linfatico se se desejam fontes ndoc humanas.
Os 1linfdécitos sdo depois fundidos com uma linha de células
imortalizada utilizando um agente de fusao adequado, tal como
polietilenoglicol, ©para formar uma célula de Thibridoma
[Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice.
Academic Press. (1986) pags. 59-103]. As linhas de células
imortalizadas sS40 usualmente células de mamifero
transformadas, particularmente células de mieloma com origem
em roedor, bovino e humano. Usualmente, utilizam-se linhas de
células de mieloma de rato ou ratinho. As células de hibridoma
podem ser cultivadas num meio de cultura adequado que
preferivelmente contém uma ou mais substéncias gque inibem o
crescimento ou a sobrevivéncia das células imortalizadas ndo
fundidas. Por exemplo, se as células parentais sdao deficientes
na enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferase (HGPRT
ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas incluira
tipicamente hipoxantina, aminopterina e timidina ("meio HATI"),
substdncias que impedem o crescimento de células deficientes
em HGPRT.

Linhas de células imortalizadas preferidas sédo aguelas
que se fundem eficientemente, suportam a expressao estdvel de
anticorpo, com um nivel elevado, pelas células produtoras de
anticorpo seleccionadas, e sdo sensiveis a um meio tal como
meio HAT., Linhas de células imortalizadas mais preferidas sao
as linhas de mieloma murino, gue rpodem ser obtidas, por
exemplo, no Salk Institute Cell Distribution Center, S3an
Diego, Califdérnia e na American Type Culture Collection.
Rockville, Maryland. Foram também descritas linhas de células
de mieloma humano e de heteromieloma de ratinho-humano para a
produgao de anticorpos monoclonais humanos  [Kozbor, J.
Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monocional Antibody
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Production Techniques and Applications, Marcel Dekker. Inc.,
New York. (1987) pags. 51-63].

O meio de cultura no qual as células de hibridoma sao
cultivadas pode ser depois ensaiado quanto a presenca de
anticorpos monoclonais dirigidos contra o© polipéptido do
invento ou possuindo actividade similar ac polipéptido do
invento. Preferivelmente, a especificidade de 1ligagdo de
anticorpos monoclonais produzidos pelas células de hibridoma é
determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de ligacao
in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio de
imunossorvente com enzima ligada (ELISA). Estas técnicas e
ensaios sao conhecidos na especialidade. A afinidade de
ligagcdo do anticorpo monoclonal pode ser determinada, por
exemplo, pela anadlise Scatchard de Munson e Pollard, Anal,
Biochem., 107:220 (1980).

Apds serem identificadas as células de hibridoma
desejadas, 0s clones podem ser subclonados por procedimentos
de diluicdo limitante e cultivados por métodos padrdo [Goding,
supral. Meios de cultura adequados para este propdsito
incluem, por exemplo. Meio de Eagle Modificado por Dulbecco e
meio RPMI-1640. Alternativamente, as células de hibridoma
podem ser cultivadas in vivo na forma de ascites num mamifero.

Os anticorpos monoclonais segregados pelos subclones
podem ser 1solados ou purificados a partir do meio de cultura
ou de fluido ascitico por procedimentos convencionais de
purificacdao de imunoglobulina, tais como, por exemplo,
proteina A-Sepharose, cromatografia de hidroxiapatite,
electroforese em gel, didlise ou cromatografia de afinidade.

Os anticorpos monoclonais podem também ser preparados por
métodos de ADN recombinante, tais como os descritos na Patente
dos E.U.A. N.° 4 816 567. Os ADN gue codificam os anticorpos
monoclonais do invento podem ser facilmente isolados e
sequenciados utilizando procedimentos convencionais (e.qg.,
utilizando sondas oligonucleotidicas que sao capazes de se
ligarem especificamente a genes codificando as cadeias pesada
e leve de anticorpos murinos). As células de hibridoma do
invento servem como uma fonte preferida deste ADN. Uma vez
isolado, o ADN pode ser colocado em vectores de expressao, que
sdo depois transfectados para células hospedeiras, tais como
células COS de simio, células de ovadrio de hamster chinés
(CHO) ou células de mieloma, que de outro modo nao produzem
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proteina imunoglobulina, para obter a sintese de anticorpos
monoclenais nas c¢élulas hospedeiras recombinantes. O ADN pode
também ser modificado, por exemplo, utilizando a sequéncia de
codificacaoc para os dominios constantes de cadeia pesada e
leve humanas em substituicdao das sequéncias homdlogas de
murino [Patente dos E.U.A. N.° 4 816 567; Morrison et al.,
supral, ou ligando covalentemente a sequéncia de codificagdo
da imunoglobulina a totalidade ou parte da sequéncia de
codificagao de um polipéptido gque nao imunoglobulina. Um tal
polipéptido que nao imunoglobulina pode ser utilizado em
substituicdo dos dominios constantes de um anticorpo do
invento, ou pode ser utilizado em substituigdo dos dominios
varidveis de um local de combinagdc de antigénio de um
anticorpo do invento para c¢riar um anticorpo Dbivalente
quimérico.

Os anticorpos sao preferivelmente anticorpos
monovalentes. 530 bem conhecidos na especialidade métodos para
a preparagdo de anticorpos monovalentes. Por exemplo, um
método envolve a expressac recombinante da cadela pesada
modificada e da cadeia leve de imunoglobulina. A cadeia pesada
estd truncada geralmente em qualquer ponto na regido Fc de
modo a impedir a reticulacgéo da cadeia pesada.
Alternativamente, 0s residuos cisteina relevantes a0
substituidos por outro residuc de aminocdcido ou sdo eliminados
de modo a prevenir a reticulacao.

Os métodos in vitro sdao também adeguados para preparagao
de anticorpos monovalentes. A digestdao de anticorpos para
produzir seus fragmentos, particularmente fragmentos Fab, pode
ser efectuada wutilizando técnicas de rotina conhecidas na
especialidade.

c. Anticorpos humanos e humanizados

Os anticorpos do invento podem compreender adicionalmente
anticorpos humanizados ou anticorpos humanos. As formas
humanizadas de anticorpos ndo humanocs (e.g., de murino) sao
imuncglobulinas quiméricas, cadeias de imunoglobulina ou seus
fragmentos (tais como Fv, Fab, Fab', F(ab'), ou outras
subsequéncias de anticorpos de ligagdo a antigénio) que contém
uma sequéncia minima derivada de imunoglobulina ndc humana.
Anticorpos humanizados incluem imunoglobulinas humanas
(anticorpo receptor) nas quais residuos de uma regiao
determinante complementar (CDR) do receptor estdo substituidos
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por residuos de uma CDR de uma espécie nao humana (anticorpo
doador), tal como ratinho, rato ou coelho, possuindo a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Em alguns
casos, residuos estruturails de Fv da imunocglobulina humana
estdo substituidos por residuos nao humanos correspondentes.
Os anticorpos humanizados podem também compreender residuos
que nao se encontram nem no anticorpo receptor nem nas
sequéncias CDR ou estruturais importadas. Em geral, o
anticorpo humanizado compreendera substancialmente a
totalidade de pelo menos um, e tipicamente dois, dominios
varidveis, nos quais a totalidade ou substancialmente a
totalidade das regides CDR  correspondem  a&s de uma
imunoglobulina ndo humana e a totalidade ou substancialmente a
totalidade das regibdes FR sdo as de uma sequéncia de consenso
de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizade compreenderd
também optimamente pelo menos uma porgdac de uma regiao
constante de imunoglobulina (Fc¢), tipicamente a de uma
imunoglobulina humana [Jones et al., Nature, 321:522-525
(1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-329 (1988); e
Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)].

Métodos para humanizagdo de anticorpos nao humanos sao
bem conhecidos na especialidade. Geralmente, um anticorpo
humanizado possui um ou mais residuos de aminoacido nele
introduzidos a partir de uma fonte que é ndao humana. Estes
residuos de aminodcido ndoc humanos sdo frequentemente
referidos por residuos de "importacdc", gque sdo tipicamente
retirados de um dominio wvaridvel de "importagao". A
humanizacdo pode ser essencialmente realizada de acordo com o
método de Winter e colaboradores (Jones et al., Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327
(1988): Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)],
utilizando CDR ou sequéncias CDR de roedor em substituicdo das
sequéncias correspondentes de um anticorpo humano. Deste modo,
estes anticorpos T"humanizados" sdo anticorpos quiméricos
(Patente dos E.U.A. N.° 4 8l6 567), onde substancialmente
menos do que um dominio varidvel Thumano intacto foi
substituido pela sequéncia correspondente de uma espécie nao
humana. Na pratica, anticorpos humanizados sdo tipicamente
anticorpos humanos nos quais alguns residuos de CDR, e
possivelmente alguns residuos de FR estdo substituidos por
residuos de locais andlogos em anticorpos de roedor.

Anticorpos humanos podem também se produzidos utilizando
vdrias técnicas conhecidas na especialidade, incluindo
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bibliotecas de exibicdo em fagos [Hoogenboom e Winter, J. Mol.
Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581
(1991)]1. As técnicas de Cole et al. e de Boerner et al. estao
também disponivels para a preparagac de anticorpos monoclonais
humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, pég. 77 (1985); Boerner et al., J.
Immunol., 147(1):86-95 (1991, patente dos E.U.A. N.°
5 750 373]. Similarmente, anticorpos humanos podem  ser
preparados introduzindo loci de imunoglobulina humana em
animais transgénicos, e.g., ratinhos, cujos genes de
imuncglobulina enddgenos foram parcialmente ou completamente
inactivados. Por provocagao, observa-se a produgao de
anticorpos humanos, que se assemelham em muito aos observados
em humancs em todos 0s aspectos, incluindo rearranjo de genes,
montagem e reportdrio de anticorpos. Esta abordagem ¢é
descrita, por exemplo, nas Patentes dos E.U.A. N.”® 5 545 807;
5 545 806; 5 569 825; 5 625 126; 5 633 425; 5 661 016, e nas
publicac8es cientificas seguintes: Marks et al.,
Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368
856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild
et al., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger,
Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg e Huszar. Intern.
Rev. Immunol. 13, 65-93 (1999).

d. Anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos sdo anticorpos monoclonais,
preferivelmente humanos ou humanizados, que possuem
especificidades de ligacdo para com pelo menos dois antigénios
diferentes. No presente caso, uma das especificidades de
ligacdo pode ser para com o polipéptido do invento, e a outra
¢ para com gualquer outro antigénio e, preferivelmente, uma
proteina ou receptor, ou subunidade de receptor, da superficie
celular.

Sao conhecidos na especialidade métodos para preparagao
de anticorpos Dbiespecificos. Tradicionalmente, a produc¢do
recombinante de anticorpos biespecificos ¢é baseada na co-
expressao de dois pares cadeia pesada/cadeia leve de

imunoglobulina, onde as duas cadeias pesadas tém
especificidades diferentes (Milstein e Cuello, Nature,
305:537-539 [1983]). Por causa da combinagdo aleatdria das

cadeias pesada e leve de imunoglobulina, estes hibridomas
(quadrcomas) produzem uma mistura potencial de dez moléculas
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anticorpo diferentes, das gquais apenas uma tem a estrutura
biespecifica correcta. A purificagdo da molécula correcta é
usualmente realizada por passos de cromatografia de afinidade.
Procedimentos similares sdo revelados em WO 93/08829,
publicado em 13 de Maio de 1993 e em Traunecker et al., EMBO
J., 10:3655-3659 (1991).

Dominios varidveis de anticorpo com as especificidades de
ligacado desejadas (locais de combinagdo anticorpo-antigénio)
podem ser fundidos com sequéncias de dominio constante de
imunoglobulina. A fusdo ¢é preferivelmente com wum dominio
constante de cadeia pesada de imunoglobulina, compreendendo
pelo menos parte das regides charneira, CH2Z e CH3. Prefere-se
ter a primeira regido constante de cadeia pesada (CH1),
contendo o local necessario para ligacdo da cadeia leve,
presente em pelo menos uma das fusbes. Os ADN que codifica as
fusdes de cadeia pesada de imunoglobulina e, se desejado, a
cadeia leve de imunoglobulina, s&ao inseridos em vectores de
expressaoc separados, e sao co-transfectados num organismo
hospedeiro adequado. Para mais detalhes sobre a geracgdo de
anticorpos biespecificos wver, por exemplo, Suresh et al.,
Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

e. Anticorpos heteroconjugados

Os anticorpos heteroconjugados saoc compostos por dois
anticorpos ligados covalentemente. Estes anticorpos tém sido
propostos, por exemplo, para direccionar células do sistema
imunitario para células indesejadas [Patente dos E.U.A. N.°
4 676 9801, e para tratamento de infecgcdo por  HIV
[WO 21/00360; WO 92/200373; EP 03089]. Estd contemplado gue ©s
anticorpos possam ser preparados in vitro utilizando métodos
conhecidos na quimica da sintese de proteinas, incluindo
métodos envolvendo agentes de reticulagcdo. Por exemplo,
podem-se construir imunotoxinas por utilizagdo de uma reacgio
de permuta de dissulfureto ou por formacdo de uma ligacao
tiocéter. Exemplos de reagentes adequados para este propdsito
incluem iminotiolato e 4-mercaptobutirimidato de metilo e o0s
revelados, por exemplo, na Patente dos E.U.A. N.° 4 676 980.

f. Manipulagdo da fungdo efectora
Pode ser desejdvel modificar o anticorpo do invento no

que se refere a funcgdo efectora, de modo a melhorar a eficacia
do anticorpo no tratamento de uma doenga imuno-relacionada,
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por exemplo. Por exemplo, podem ser introduzidos residuos
cisteina na regido Fc¢, permitindo desse modo a formacao de
ligagBes dissulfureto intercadeias nesta regiao. 0O anticorpo
homodimérico assim gerado pode ter capacidade de
internalizagdo melhorada e/ou morte celular mediada por
complemento e citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) aumentadas. Ver Caron et al., J. Exp Med. 176:1191-1195
(1992) e Shopes, B., J. Immunol. 148:2918-2922 (1992). Podem
também ser preparados anticorpos homodiméricos com actividade
antitumoral melhorada wutilizando agentes de reticulacao
heterobifuncionais como descrito em Wolff et al., Cancer
Research 53:2560-2565 (1993). Alternativamente, pode-se
construir por engenharia um anticorpo que tenha regides Fc
duplas e que possa por 1sso ter capacidades melhoradas de lise
de complemento e de ADCC. Ver Stevenson et al., Anti-Cancer
Drug Design, 3:219-230 (1989).

g. Imunoconjugados

0 invento refere-se também a imunoconjugados
compreendendo um anticorpo conjugado com um agente citotdxico,
tal como um agente quimioterapéutico, toxina (e.g. uma toxina
enzimaticamente activa de origem bacteriana, fungica, wvegetal
ou animal, ou seus fragmentos), ou com um isétopo radioactivo
(i.e., um radioconjugado).

Foram acima descritos agentes guimioterapéuticos Uteis na
geracdo  destes imunoconjugados. Toxinas enzimaticamente
activas e seus fragmentos que podem ser utilizados, incluem
cadeia A de difteria, fragmentos activeos ndo ligantes de
toxina da difteria, cadeia A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadeia A de ricina, cadeia A de abrina, cadeia A
de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPII e PAP-S), inibidor de Momordica charantia, curcina,
crotina, inibidor de Saponaria officinalis, gelonina,
mitogilina, restrictocina, fenomicina, enomicina e 0s
tricotecenos. Estdo disponiveis varios radionuclidos para a
producdo de anticorpos radioconjugados. Exemplos incluem “'“Bi,
1311, 131In, Wy o 126pg .

Os conjugados do anticorpoc e agente citotdxico sao
preparados utilizando uma variedade de agentes de acoplamento
de proteinas bifuncionais tais como N-sucinimidil-3-(2-
piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolanc (IT), derivados
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bifuncionais de imidoésteres (tais como adipimidato de
dimetilo.HCl), ésteres activos (tais como suberato de di-
succinimidilo), aldeidos (tais como glutaraldeido), compostos
de Dbis-azido (tais como Dbis(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazdénio (tais como bis-(p-
diazoniobenzoil)etilenodiamina), di-isocianatos (tais como
2,6-di-isocianato-tolueno) e compostos de fllor bis-activos
(tais como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo, uma
imunotoxina de ricina pode ser preparada como descrito em
Vitetta et al., Science  238: 10¢8 (1987). O acido
l-isotiocianatobenzil-3-metildietilenctriaminapenta-acético
marcade com carbcono 14 (MX-DTPA) ¢ um exemplo de um agente
quelante para conjugagdo de radionucledtidos ao anticorpo. Ver
W094/11026.

Noutra concretizagdo, o anticorpo pode ser conjugado com
um "receptor" (tal como estreptavidina), para utilizacdo no
pré-direccionamento a tecidos, onde o conjugado de anticorpo-
receptor é administrado ao paciente, seguindo-se a remogao do
conjugado ndo ligado da circulacgdo utilizando um agente de
depuragcac e depois administragédo de um "ligando" (e.g.
avidina) que estd conjugado com um agente citotdxico (e.g. um
radionucledtido).

h. Imunolipossomas

As proteinas, anticorpos, etc. aquil revelados podem ser
formulados como imunolipossomas. Os lipossomas contendo o
anticorpo 540 preparados por métodos conhecidos na
especialidade, tal como descrito em Epstein et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (1985); Hwang et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980); e Patentes dos E.U.A.
N.”® 4 485 (045 e 4 544 545. Na Patente dos E.U.A. N.°
5 013 556 sdo revelados 1lipossomas com tempo na cilrculagdo
aumentado.

Lipossomas particularmente uteis podem ser gerados pelo
método de evaporagdo de fase inversa com uma composicao de
lipido compreendendo fosfatidilcolinag, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivatizada «com PEG (PEG-PE). Os
lipossomas sdo extrudidos através de filtros de tamanho de
poro definido para produzir lipossomas com o didmetro
desejado. Fragmentos Fab' do anticorpo do presente invento
podem ser conjugados com 0s lipossomas como descrito em Martin
et al., J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) através de uma
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reacgao de permuta de dissulfureto. Um agente
quimioterapéutico (tal come  doxorrubicina) pode  estar
opcionalmente contido dentro do lipossoma. Ver Gabizon et al.,
J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989).

10. Composicbes farmacéuticas

As moléculas activas do  invento, polipéptidos e
anticorpos, bem como outras moléculas identificadas pelos
ensalos de rastreio acima revelados, podem ser administradas
para o tratamento de doencas inflamatérias, na forma de
composicdes farmacéuticas.

Preparam-se formulacgdes terapéuticas da molécula activa,
preferivelmente um anticorpo contra PR0O245 do invento, para
armazenamento, por mistura da molécula activa com o grau de
pureza desejado com transportadores, excipientes ou
estabilizantes farmaceuticamente aceitdveis opcionais
(Remington's Pharmaceutical Sciences 16.2% Edi¢do, Osol, A. Ed.
[1980]1), na forma de formulacdes liofilizadas ou de solucdes
aquosas. Os transportadores, excipientes ou estabilizantes
aceitdveis sdo nado tdéxicos para os beneficidrios nas dosagens
e concentracdes utilizadas, e incluem tampdes tais como
fosfato, citrato e outros &cidos orgénicos; antioxidantes,
incluindo acido ascdrbico e metionina; conservantes (talis como
cloreto de octadecildimetilbenzilamdénio; cloreto de
hexametdénio; cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio;
fenol; 4alccol butilico ou benzilico; algquilparabenos tais como
metilparabeno ou propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclo-
hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipéptidos de baixo peso
molecular (menos do que cerca de 10 residuos), proteinas, tais
como albumina de soro, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tais como polivinilpirrolidona; aminocacidos tais
como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina ou
lisina; monossacaridos, dissacaridos e outros hidratos de
carbono incluindo glucose, manose ou dextrinas; agentes
quelantes tais como EDTA; agucares tais como sacarose,
manitol, trealose ou sorbitol; contra-ides formadores de sal
tais como sdédio; complexos de metal (e.g. complexos de 7Zn-
proteina); e/ou tensioactivos ndo 1idénicos tais como TWEEN™,
PLURONICS™ ou polietilenoglicol (PEG).

Os compostos 1identificados pelos ensaios de rastreio do
presente invento podem ser formulados de um modo analogo,
utilizando técnicas padrdo bem conhecidas na especialidade.
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Podem-se também utilizar lipofecgdes ou lipossomas para
entregar o polipéptido, anticorpo, ou um fragmento de
anticorpo, as células. Quando se utilizam fragmentos de
anticorpo, prefere-se ¢ fragmento inibidor mais pequeno que
especificamente se liga ao dominio de 1ligagdo da proteina
alvo. Por exemplo, com base nas sequéncias da regido varidvel
de um anticorpo, podem-se conceber moléculas de péptidos que
mantém a capacidade de se ligarem a sequéncia da proteina
alvo. Estes péptidos podem ser sintetizados guimicamente e/ou
produzidcs por tecnologia de ADN recombinante (ver, e.g.
Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893
[19931).

A formulagao aqui referida pode também conter mais do que
um composto activo, conforme necessdrio para a indicagdo
particular que estd a ser tratada, preferivelmente aqueles com
actividades complementares que nao se afectam adversamente uns
aos outros. Alternativamente, ou para além disso, a composicido
pode compreender um agente citotdxico, uma citoguina ou um
agente inibidor de crescimento. Estas moléculas estao
adequadamente presentes em combina¢ao em guantidades que sdao
eficazes para o fim em vista.

As moléculas activas podem também estar aprisionadas em
microcdpsulas preparadas, ©por exemplo, por técnicas de
coacervagao ou por polimerizagdo i1nterfacial, por exemplo,
hidroximetilcelulose ou microcapsulas de gelatina e
microcdpsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente,
em sistemas coloidais de entrega de farmacos (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocdpsulas) ou em macroemulsdes. Estas
técnicas sdo divulgadas em Remington's Pharmaceutical Sciences
16.8 Edigao. Osol, A. Ed. (1980).

As formulagbes para serem utilizadas para administracao
in vivo tém de ser estéreis. Isto é facilmente conseguido por
filtragdo através de membranas de filtracdo asséptica.

Podem ser preparadas formulacbes de libertacao
sustentada. Exemplos adequados de preparagdes de libertacgao
sustentada incluem matrizes semi-permedveis de polimeros
hidrdfobos sélidos contendo o anticorpo, matrizes que estaoc na
forma de artigos com uma determinada forma, e.g. peliculas, ou
de microcapsulas. Exemplos de matrizes de libertacao
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sustentada incluem ©poliésteres, hidrogéis (por exemplo,
poli(2-hidroxietilmetacrilato), ou poli(dlcool wvinilico)),
polilactidos (Patente dos E.U.A. N.° 3 773 919), copolimeros
de acido L-glutdmico e L-glutamato de etilo vy, copolimeros nao
degradaveis de etileno-acetato de vinilo, copolimeros
degradaveis de A4cido 1lactico-acido glicélico tais como o©
LUPRON DEPOT™ (microesferas injectdveis compostas de
copolimero de A4cido lactico-acido glicdlico e acetato de
leuprolida), e poli(dcido D-(-)-3-hidroxibutirico). Embora
polimeros tais como etileno-acetato de vinilo e acido lactico-
dcido glicdlico permitam a libertacdo de moléculas durante
mais de 100 dias, certos hidrogéis libertam proteinas durante
periodocs de tempo mais curtcs. Quando anticorpos encapsulados
permanecem no corpo durante um periodo longo, podem-se
desnaturar ou agregar como resultado de exposigdo a humidade a
37°C, resultando numa perda de actividade bioldgica e em
possiveis alteragdes em imunogenicidade. Podem ser idealizadas
estratégias racionais para estabilizagdao dependendo do
mecanismo envolvido. Por exemplo, se se constata gque o
mecanismo de agregacdo é a formagao intermolecular de ligacgdes
S-S através da permuta de tiodissulfureto, a estabilizacao
pode ser conseguida por modificagdc de residuos sulfidrilo,
liofilizacdo a partir de solugbes 4acidas, controlo do teor em
humidade, utilizacao de aditivos apropriados, e
desenvolvimento de composicdes especificas de matriz
polimérica.

II. Métodos de tratamento

E contemplado que os polipéptidos, anticorpos e outros
compostos activos do presente invento possam ser utilizados
para tratar védrias doengas e condigdes inflamatdrias, tais
como doengas mediadas por células T, incluindo doencas
caracterizadas por infiltracdo de células leucocitarias num
tecido, estimulacadc da proliferagdo de células T, inibigdo da
proliferacdo de células T, permeabilidade vascular aumentada
ou diminuida ou a sua inibicao.

0Os compostos aqui revelados e na W099/27098 (e.qg.,
PRO301, PR0O362, PR0O245) codificam novos membros de uma familia
de proteinas caracterizada por homologia em relagdo ao
antigénio A33. A natureza proé-inflamatdria dos compostos do
invento ¢ indicada nos ensaios in vitro adiante.
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As proteinas codificadas ©pelos compostos DNA40628,
DNA45416 e DNA35638 aqui revelados e na W099/27088
[ (SEQ ID NC:1, SEQ ID NO:2 e SEQ ID NO:9), respectivamente],
partilham homologia com identidade com a molécula de adesdo de
jung¢édo (JAM), Martin-Padura et al., J. Cell Biol. 1998 142(1):
117-27.

A JBM estd envolvida no recrutamentc de mondcitos em
resposta a MCP-1, MCP-3 e LPS in vivo. 0Os anticorpos contra a
JAM bloqueiam a transmigrag¢do de mondcitos in vivo. A JAM esta
localizada nos epitélios e endotélios murinos como uma
molécula de adesdo de jungao para transmigracao de mondcitos.
Outros leucdécitos podem também utilizar a JAM, mas nenhuma
informagdo suporta esta nogdoc. A JAM estd elevada no cdlon de
ratinhos com colite e desempenha provavelmente um papel no
recrutamento de mondcitos ou leucdcitos na lesdo do cdédlon.

Exemplos de condigdes ou descordens a tratar com o0s
polipéptidos, anticocrpos e outros compostos do invento,
incluem, mas nao estao limitadas a, doenca inflamatdria do
intestino (i.e., colite ulcerosa, doenga de Crohn), lUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatdide, artrite crdnica
Juvenil, espondiloartropatias, esclerose sistémica
(esclerodermia), miopatias inflamatérias idiopaticas
(dermatomiocsite, polimiosite), sindrome de Sjdgren, wvasculite
sistémica, sarcoidose, anemia hemolitica auto-imune
(pancitopenia dimune, hemoglobintria paroxistica nocturna),
trombocitopenia auto-imune (plrpura trombocitopénica
idiopatica, trombocitopenia imunomediada), tiroidite (doenca
de Grave, tiroidite de Hashimoto, tiroidite 1linfocitica
juvenil, tiroidite atrdfica), diabetes mellitus, doenga renal
imunomediada (glomerulonefrite, nefrite tubulo-intersticial),
doencas desmielinizantes dos sistemas nervosos central e
periférico tais como esclerose maltipla, polineuropatia
desmielinizante idiopatica ou sindrome de Guillain-Barré, e
polineurcpatia desmielinizante inflamatdria croénica, doencgas
hepatobiliares tais como hepatite infecciosa (hepatites A, B,
C, D, E e ocutros virus ndo hepatotroépicos), hepatite activa
crénica auto-imune, cirrose biliar primaria, hepatite
granulomatosa e colangite esclerosante, doengas inflamatdrias
e fibrdéticas do pulmdo tais como fibrose cistica, enteropatia
sensivel ao gluten e doenca de Whipple, doencas de pele auto-
imunes ou mediadas imunitariamente incluindo doencgas bolhosas
de pele, eritema multiforme e dermatite de contacto, psoriase,
doencas alérgicas tals como asma, rinite alérgica, dermatite
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atdépica, hipersensibilidade a alimentos e urticdria, doencgas
imunoldégicas do pulmdo tais como pneumonias eosindfilas,
fibrose pulmonar idicopatica e pneumonite de
hipersensibilidade, doencas associadas a transplantacao
incluindo rejeicdo de transplantes e doenga de enxerto-versus-
hospedeiro.

No lupus eritematoso sistémico, o mediador central da
doenga é a produgao de anticorpos auto-reactivos em relagdo a
proteinas/tecidos proéprios e a subsequente geracgdo de
inflamacéao imunomediada. Os anticorpos medeiam, guer
directamente quer indirectamente, lesdes de tecido. Ainda que
ndao tenha sido mostrado que os linfdcitos T estdo directamente
envolvidos na danificacdo de tecido, os 1linfécitos T séao
requeridos para o© desenvolvimento de anticorpos auto-
reactivos. A génese da doenga esta assim dependente dos
linfécitos T. Sao afectados clinicamente multiplos ¢érgédos e
sistemas, incluindo rim, pulmdo, sistema musculo-esquelético,
mucocutéaneo, olho, sistema Nnervoso central, sistema
cardiovascular; tracto gastrintestinal, medula 6ssea e sangue.

A artrite reumatdide (AR) ¢ uma doenga inflamatdéria auto-
imune sistémica croénica que envolve principalmente a membrana
sinovial de multiplas articulag¢des com lesdo resultante na
cartilagem articular. A ©patogénese estd dependente de
linfécitos T e esta associada a produgdoc de factores
reumatdides, auto-anticorpos dirigidos contra IgG prépria, com
a formacdo resultante de imunocomplexos que atingem niveis
elevados no fluido articular e no sangue. Estes complexos na
articulagdo podem induzir a infiltragdo acentuada de
linfécitos e mondédcitos na sindévia e as alteragdes sinoviais
acentuadas subsequentes; o espac¢o/fluido da articulagdo ¢
infiltrado por células similares com a adig¢do de numercsos
neutréfilos. 0Os tecidos afectados sdo principalmente as
articulagbes, frequentemente com um padrdc simétrico. No
entanto, ocorre também doenca extra-articular em duas formas
principais. Uma forma é o desenvolvimento de lesdes extra-
articulares com doenga progressiva persistente da articulacao
e les®es tipicas de fibrose pulmonar, vasculite e ulceras
cutaneas. A segunda forma de doenga extra-articular € a assim
denominada sindrome de Felty que ocorre tardiamente no decurso
da doenca de AR, por vezes apds a doencga da articulacado se ter
tornado quiescente, e envolve a presenga de neutropenia,
trombocitopenia e esplenomegalia. Isto pode ser acompanhado
por vasculite em multiplos o¢rgdaos com formacdao de enfartes,
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Ulceras de pele e gangrena. Os pacientes desenvolvem também
frequentemente ndédulos reumatdides no tecido da subderme que
cobre as articulagbes afectadas; numa fase tardia os nédulos
possuem centros necrdéticos rodeados por um infiltrado misto de
células inflamatdérias. Outras manifestagdes que podem ocorrer
na AR incluem: pericardite, pleurite, arterite coronaria,
pneumonite intersticial com fibrose pulmonar,
queratoconjuntivite seca, e nddulos reumatdides.

A artrite croénica Juvenil ¢ uma doenga inflamatdria
idiopdtica <crénica que comeca muitas vezes em idades
inferiores aos 16 anos. O seu fendtipo tem algumas semelhancgas
com a AR; alguns pacientes com factor reumatdide positivo sdo
classificados como tendo artrite reumatdide juvenil. A doenga
é subclassificada em trés categorias principais:
pauciarticular, poliarticular e sistémica. A artrite pode ser
grave e ¢é tipicamente destrutiva, e conduz a anquilose da
articulagao e a atraso de crescimento. Outras manifestacdes

podem incluir uveite anterior crdénica e amiloidose sistémica.

As espondiloartropatias sao um grupo de desordens com
tragos clinicos comuns e associagdo comum com a expressao do
produtc génico HLA-B27. As desordens 1incluem: espondilite
anquilosante, sindrome de Reiter (artrite reactiva), artrite
associada com doenca inflamatéria do intestino, espondilite
associada com psoriase, espondiloartropatia de aparecimento
Juvenil e espondiloartropatia indiferenciada. Tracos
distintivos incluem sacroileite com ou sem espondilite;
artrite assimétrica inflamatdria; associacao com HLA-B27 (um
alelo definido seroclogicamente do Iocus HLA-B de MHC
classe I); inflamag¢dao ocular, e auséncia de auto-anticorpos
associados com outras doencas reumatdides. A célula mais
implicada como chave na inducdo da doenca ¢ o linfécito T
CD8+, uma célula que direcciona o antigénio apresentado por
moléculas de MHC classe I. As células T CD8+ podem reagir
contra o alelo de MHC classe I HLA-B27 como se este fosse um
péptide estranho expresso por moléculas de MHC classe I. Tem
sido colocada a hipdtese de um epitopo de HLA-B27 poder
mimetizar um epitopo antigénico Dbacteriano, ou de qualguer
outro micrcocrganismo, e assim induzir uma resposta de células T
CD8+.

A esclerose sistémica (esclerodermia) tem uma etioclogia
desconhecida. Um trago distintivo da doenga € a induracdo da
pele; isto ¢é ©provavelmente induzido por um Processo
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inflamatério activo. A esclercdermia pode ser localizada ou
sistémica; sao comuns lesbes vasculares e a lesao de células
endoteliais na microvasculatura ¢é um evento precoce e
importante no desenvolvimento de esclerose sistémica; a lesdo
vascular pode ser imunomediada. FEsta dimplicita uma base
imunolégica, pela presenca de infiltrados de células
mononucleares nas lesdes cutédneas e pela presenca de
anticorpos antinucleares em muitos pacientes. A ICAM-1 esta
frequentemente supra-regulada sobre a superficie celular de
fibroblastos em lesdes de pele, sugerindo que a interacgao de
células T com estas células pode ter um papel na patogénese da
doenca. Outros érgaos envolvidos incluem: o] tracto
gastrintestinal: atrofia do musculo liso e fibrose resultando
em peristalse/motilidade andmalas; rim: proliferacdo da intima
subendotelial concéntrica afectando pequenas artérias
arqueadas e inter-lobulares com fluxo sanguineo cortical renal
resultante reduzido, resulta em proteinuria, azotemia e
hipertensao; miusculo-esquelético: atrofia, fibrose
intersticial; inflamag¢do; pulmdo: pneumonite intersticial e
fibrose intersticial; e coracao: necrose da banda de
contracgao, cicatrizes/fibrose,

As miopatias inflamatdrias idiopaticas, incluindo
dermatomiosite, polimiosite e outras, sao desordens de
inflamagdo crénica do musculo de etiologia desconhecida que
resultam em fraqueza muscular. A lesdo/inflamagdo do musculo é
muitas vezes simétrica e progressiva. Estao associados auto-
anticorpos a maioria das formas. ©Estes auto-anticorpos
especificos de midlise sdo dirigidos contra e inibem a funcao
de componentes, proteinas e ARN, envolvidos na sintese de
proteinas.

A sindrome de Sjdgren é devida a inflamagdo imunomediada
e a destruicdo funcional subsequente das glandulas lacrimais e
das gléndulas salivares. A doenca pode estar associada ou ser
acompanhada por doencgas inflamatdérias do tecido conjuntivo. A
doencga estd associada a produgdo de auto-anticorpos contra os
antigénios Ro e La, gue sao ambos pequenos complexos de ARN-
proteina. As 1lesbdes resultam em queratoconjuntivite seca,
xerostomia, com outras manifestagbes ou associagbes incluindo
cirrose biliar, neuropatia periférica ou sensorial, e purpura
palpédvel.

As vasculites sistémicas sao doengas nas gquais a lesdo
principal é a inflamac¢do e danificacdo subsequente dos wvasos
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sanguineos, o que resulta em isquemia/ necrose/degeneracgdo de
tecidos fornecidos pelos vasos afectados e em eventual
disfungcdo dos o¢rgdos finais em alguns casos. As vasculites
podem também ocorrer como uma lesdo ou sequela secunddaria de
outras doengas inflamatérias imunomediadas tais como artrite
reumatdide, esclerose sistémica, etc., particularmente em
doencas também associadas a formagdo de imunocomplexos.
Doengas no grupo principal da vasculite sistémica incluem:
vasculite necrotizante sistémica, poliartrite nodosa, angeite
alérgica e granulomatose, poliangeite, granulomatose de
Wegener, granulomatose linfomatdide e artrite de células
gigantes. Vasculites véarias incluem: sindroma do nédulo
linfdtico mucocutdnec (MLNS ou doenca de Kawasaki), vasculite
isolada do SNC, doenca de Behet, tromboangeite obliterante
(doenga de Buerger) e venulite necrotizante cuténea. Cré-se
que o mecanismo patogénico da maioria dos tipos de vasculite
listades € devido principalmente a deposigdo de complexos de
imunoglobulina na parede do vaso e a indugdo subsequente de
uma resposta 1inflamatdéria através de ADCC, de activacgado de
complemento, ou de ambas.

A sarcoidose é uma condicgdo de etiologia desconhecida que
¢ caracterizada pela presenga de granulomas epitelidides em
praticamente qualquer tecido no corpo; o© envolvimento do
pulmdo é muito comum. A patogénese envolve a persisténcia de
macrofagos activados e de células linfdides nos locais da
doenca, com sequelas crénicas subsequentes resultantes da
libertagdo de produtos localmente e sistemicamente activos
libertados por esses tipos de células.

A anemia hemolitica auto-imune, incluindo anemia
hemolitica auto-imune, pancitopenia imune e hemoglobintria
paroxistica nocturna, é um resultado da producgdo de anticorpos
que reagem com antigénios expressos sobre a superficie dos
glébulos vermelhos (e em alguns casos, também noutras células
sanguineas incluindo plaquetas) e ¢ um reflexo da remogdo
dessas células revestidas de anticorpo através de lise mediada
por complemento e/ou ADCC/mecanismos mediados por Fc-receptor.

Em trombocitopenia auto-imune, incluindo purpura
trombocitopénica, e trombocitopenia imunomediada, noutros
cendrics clinicos, a destruicdo/remocdo de plaguetas ocorre
como resultado da ligagao de anticorpo ou de complemento a
plaquetas e subsequente remogao por lise de complemento, ADCC
ou mecanismos mediados por Fc-receptor.
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A tiroidite, incluindo doenca de Grave, tiroidite de
Hashimoto, tiroidite linfocitica juvenil e tiroidite atrdfica,
¢ o resultado de respocsta auto-imune contra antigénios da
tirdide, com produgdo de anticorpos que reagem com proteinas
presentes e muitas vezes especificas da glandula tirdide.
Existem modelos experimentais incluindo modelos espontineos:
ratos (ratos BUF e BB) e galinhas (estirpe de galinhas
obesas); e modelos indutiveis: imunizacdo de animais com
tiroglobulina ou antigénio microssémico da tirdide (peroxidase
da tirdide).

A diabetes mellitus do tipo I, ou diabetes dependente de
insulina ¢ a destruicdo auto-imune de células p de 1ilhéu
pancredtico; esta destruicdo é mediada por auto-anticorpos e
por células T auto-reactivas. Anticorpos para a insulina ou
para o receptor de insulina podem também produzir o fendtipo
de ndo responsividade a insulina,

Doenc¢as renais imunomediadas, incluindo glomerulonefrite
e nefrite tubulo-intersticial, sao o resultado de lesao
mediada por anticorpos ou linfdécitos T no tecido renal, quer
directamente como resultado da produgcdc de células T ou de
anticorpos auto-reactivos contra antigénios renais, quer
indirectamente como resultado da deposigdo de anticorpos e/ou
de imunocomplexos no rim que sdo reactivos contra outros
antigénios ndo renais. Assim, outras doengas imunomediadas gue
resultam na formac¢do de imunocomplexos podem também induzir
doenca renal imunomediada como uma sequela indirecta. Ambos o0s
mecanismos imunitdrios directc e indirecto resultam em
resposta inflamatdéria que produz/induz desenvolvimento de
lesdo em tecidos renais, com & resultante diminuicdo da funcao
do d6rgdc e, nalguns casos, progressdo até a faléncia renal.
Ambos 08 mecanismos imunitdrios humoral e celular podem estar
envolvidos na patogénese de lesbes.

Cré-se que doencgas desmielinizantes dos sistemas nervosos
central e periférico, incluindo esclerose multipla;
polineuropatia desmielinizante idicpatica ou sindroma de
Guillain-Barré, e polineuropatia desmielinizante inflamatdria
crdnica, tém uma base auto-imune e resultam em desmielinizacgao
do nervo como resultado de danos causados a oligodendrdcitos
ou a mielina directamente. Na EM existe evidéncia para sugerir
que a 1indu¢do e a progressao da doenga sao dependentes de
linfdécitos T. A esclerose miltipla é uma doencga



EP 1 481 990/PT
71

desmielinizante que ¢ dependente de linfécitos T e que tem
quer um curso recorrente-remitente quer um curso progressivo
crénico. A etiologia é desconhecida; porém, infecgbes virais,
predisposicdaoc genética, ambiente e auto-imunidade contribuem
todos. As les®es contém infiltrados de células microgliais,
predominantemente mediadas por linfécitos T, e macrdéfagos
infiltrantes; os linfdcitos T CD4+ sdo o tipo de célula
predominante nas lesdes. O mecanismo de morte da célula de
oligodendrécito, e subsequente desmielinizacgéo, nao é
conhecido mas é provavelmente guiado por linfdocitos T.

Doengas do pulmdo inflamatdéria e fibrética, incluindo
pneumonias eosindéfilas, fibrose pulmonar idiopatica e
pneumonite de hipersensibilidade, podem envolver uma resposta
imunocinflamatdéria desregulada. A inibicdo dessa resposta teria
beneficic terapéutico.

Doencas de pele auto-imunes ou imunomediadas, incluindo
doencas bolhosas da pele, eritema multiforme e dermatite de
contacto, sao mediadas por auto-anticorpos, cuja génese &
dependente de linfécitos T.

A psoriase ¢é uma doenca inflamatdéria mediada por
linfécitos T. As lesdes contém infiltrados de linfécitos T,
macrofagos e células de processamento de antigénio, e alguns
neutrofilos.

As doencgas alérgicas, incluindo asma; rinite alérgica;
dermatite atdépica; hipersensibilidade a alimentos; e
urticdria, sdo dependentes de linfdécitos T. Estas doengas sao
predominantemente mediadas por inflamacao induzida por
linfécitos T, inflamacdo mediada por IgE ou uma combinacao de
ambas.

Doencas associadas a transplantagdo, incluindo rejeicao
de enxerto e doenca de enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) séao
dependentes de linfdécitos T; a inibigcédo da funcgao de
linfécitos T contribul para a melhoria.

Outras doengcas em que a 1ntervencao da resposta
imunitdria e/ou inflamatdéria tem beneficios sdo as doencas
infecciosas incluindo, mas nao limitadas a, infecg¢bes virais
(incluindo mas ndo limitadas a SIDA, hepatites A, B, C, D, E)
infecgBes Dbacterianas, infecgdes fungicas e 1infecgbes por
protozcocdrios e parasitas (moléculas (ou derivados/agonistas)
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que estimulam a MLR podem ser utilizadas terapeuticamente para
melhorar a resposta imunitdria a agentes infecciosos), doencas
de imunodeficiéncia (moléculas/derivados/agonistas que
estimulam a MLR podem ser utilizados terapeuticamente para
melhorar a resposta imunitaria para condigdes de
imunodeficiéncia hereditérias, adquiridas, induzidas por
infecgdao (como na infecgdo por HIV) ou iatrogénicas (i.e. tais
como as resultantes de quimioterapia)), e necoplasia.

Foi demonstrado que alguns pacientes humanos de cancro
desenvolvem uma resposta de anticorpos e/ou linfécitos T a
antigénios em células neopldasicas. Foil também mostrado em
modelos animais de neoplasia que uma melhoria da resposta
imunitdria pode resultar em rejeicdo ou regressdo desse
neoplasma particular. Moléculas gue melhoram a resposta de
linfécitos na MLR tém utilidade in vivo na melhoria da
resposta imunitdria contra neoplasia. Moléculas que melhoram a
resposta proliferativa de linfdcitos T na MLR (ou agonistas de
molécula pequena ou anticorpos que afectaram o0 mesmo receptor
de um modo agonista) podem ser utilizadas terapeuticamente
para tratar o cancro. Moléculas que inibem a resposta de
linfécitos na MLR funcionam também in vivo durante a neoplasia
para suprimir a resposta imunitdria a um neoplasma; estas
moléculas podem ser expressas pelas préprias células
neopldsicas ou a sua expressdo pode ser induzida pelo
necoplasma noutras células. Antagonismo destas moléculas
inibidoras (com anticorpos, antagonistas de molécula pequena
ou outros meios) melhora a rejeicao do tumor imunomediada.

Adicionalmente, a inibicdoc de moléculas com propriedades
pré-inflamatdédrias pode ter beneficio terapéutico em lesdo de
reperfusdo; acidente vascular cerebral; enfarte do miocdrdio:
aterosclerose; lesdo aguda do pulmdo; chogue hemorrdgico;
queimadura; sepsia/choque séptico; necrose tubular aguda;
endometriose; doenca articular degenerativa e pancreatite.

Os compostos de PR0245 do presente invento, e.qg.
anticorpos, sdao administrados a um mamifero, preferivelmente
um ser humano, de acordo com métodos conhecidos, tails como
administragao intravencsa como um bolus ou por perfusao
continua durante um  periodo de tempo, pelas vias
intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal,
subcutédnea, intra-articular, intra-sinovial, intratecal, oral,
tépica ou por inalac¢ao (intranasal, intrapulmonar). Prefere-se
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a administracdoc intravenosa ou 1inalada de polipéptidos e
anticorpos.

Em terapia de imunoadjuvante, outros regimes
terapéuticos, tais como administracéao de um agente
anticanceroso, podem ser combinados com a administracgao das
proteinas, anticorpos ou compostos do presente invento. Por
exemplo, o paclente a ser tratado com o0s imunocadjuvantes do
invento pode também receber um agente anticancerosco (agente
quimioterapéutico) ou terapia de radiacaoc. A preparagdo e 0sS
programas de dosagem para estes agentes quimioterapéuticos
podem ser utilizados de acordo com as instrug¢gdes dos
fabricantes ou conforme determinado empiricamente pelo técnico
especialista. A preparagdo e o0s programas de dosagem para esta
quimioterapia estao também descritos em Chemotherapy Service
Ed., M.C. Perry, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992). O
agente quimioterapéutico pode preceder, ou seguir-se a
administracao do imuncadjuvante ou pode ser dado
simultaneamente com este. Adicionalmente, pode-se administrar
um composto antiestrogénio tal como tamoxifeno ou uma
antiprogesterona tal como onapristona (ver, EP 616 812) em
dosagens conhecidas para estas moléculas.

Pode ser desejavel administrar também anticorpos contra
outros antigénios associados a doengas imunitdrias ou
associados a tumores, tails como anticorpos que se ligam a
cp20, <CDlla, <CD18, ErbB2, EGFR, ErbB3, ErbB4, ou factor
endotelial vascular (VEGF) . Alternativamente, ou
adicionalmente, podem ser co-administrados ao paciente dois ou
mais anticorpos que se ligam aoc mesmo ou a dois ou mais
antigénios diferentes aqui revelados. Por vezes, pode ser
benéfico administrar também uma ou mais citoquinas ao
paciente. Numa concretizacgdo, os polipéptidos do invento sao
co-administrados com um agente inibidor de crescimento. Por
exenplo, 0 agente inibidor de crescimento  pode ser
administrado primeiro, seguido por um polipéptido do invento.
Contudo, ¢é também contemplade a administragdo simultédnea ou a
administracgdo em primeirc lugar de um pclipéptido do invento.
Dosagens adequadas para O agente inibidor de crescimento sdo
aquelas presentemente utilizadas e podem ser diminuidas devido
a acgao combinada (sinergia) do agente inibidor de crescimento
e do polipéptido do invento.

Para o© tratamento ou redugdc na gravidade da doencga
imuno-relacionada, a dosagem apropriada de um composto do
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invento dependerd do tipo de doenga a ser tratada, como acima
definida, da gravidade e do curso da doenga, seja © agente
administrado para fins preventivos ou terapéuticos, da terapia
anterior, da histéria clinica do paciente e da resposta ao
composto, e do critério do médico assistente. O composto ¢é
adequadamente administrado ao paciente de uma s6 vez ou
durante uma série de tratamentos. Preferivelmente, & desejivel
determinar a curva dose-resposta e ensalar a composicao
farmacéutica do invento primeiro in vitro, e depoils em modelos
animais UGteis, antes do ensaio em humanos.

Por exemplo, dependendo do tipo e da gravidade da doenga,
cerca de 1 ug/kg a 15 mg/kg (e.g. 0,1-20 mg/kg) de polipéptido
ou anticorpo é uma dosagem candidata inicial para
administracao ao paciente, ©por exemplo, numa ou mais
administracdes separadas, ou por perfusdao continua. Uma
dosagem didria tipica pode estar na gama de cerca de 1 ug/kg a
100 mg/kg ou mais, dependendo dos factores acima mencionados.
Para administragdes repetidas durante vdrios dias ou mais,
dependendo da condicdo, o tratamento é mantido até que ocorra
uma supressao desejada de sintomas da doenga. Contudo, podem
ser Uteis outros regimes de dosagem. O progresso desta terapia
é facilmente monitorizado por técnicas e ensaios
convencionais.

12. Artigos fabricados

Noutra concretizagdo do invento, ¢é proporcionado um
artigo fabricado contendo materiais tuteis para o diagndstico
ou tratamento das desordens acima descritas. O artigo
fabricado compreende um recipiente e um rétulo. Recipientes
adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas e
tubos de ensaio. Os recipientes podem ser formados de uma
variedade de materiais tais como vidro ou plastico. O
recipiente contém uma composigdo que ¢ eficaz para diagndstico
ou tratamento da condigcdo e pode ter uma abertura de acesso
asséptico (por exemplo © recipiente pode ser um saco para
solugdo intravenosa ou um frasco possuindo uma rolha
perfurdavel por uma agulha de injec¢do hipodérmica). O agente
activo na composig¢do ¢ usualmente um polipéptide ou um
anticorpo do invento. O rdétulo no recipiente, ou associado ao
recipiente, indica que a composigdao € utilizada para
diagnéstico ou tratamento da condigdo escolhida. 0O artigo
fabricado pode compreender adicionalmente um segundo
recipiente compreendendo um tampao farmaceuticamente
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aceitdvel, tal como solucdo salina tamponada com fosfato,
solugaco de Ringer e sclucao de dextrose. Pode incluir
adicionalmente outros materiais desejéveis do ponto de vista
comercial e do utilizador, incluindo outros tampdes,
diluentes, filtros, agulhas, seringas e folhetos de embalagem
com as instrugdes de utilizacdo.

13. Diagnéstico e progndéstico de doenca imuno-relacionada

As proteinas da superficie celular, tais como proteinas
que sao sobre-expressas em certas doengas imuno-relacionadas,
sao alvos excelentes para candidatos a fdrmacos ou para
tratamento da doeng¢a. As mesmas proteinas, conjuntamente com
proteinas segregadas codificadas pelos genes amplificados em
estados de doenga 1imuno-relacionada, encontram utilizacgao
adicional no diagndstico e prognédstico destas doencgas. Por
exemplo, anticorpos dirigidos contra os produtos de proteina
de genes amplificados em esclerose multipla, artrite
reumatdéide, outra doenga imuno-relacionada, podem ser
utilizadocs como agentes de diagnéstico e progndéstico.

Por exemplo, anticorpos, incluindo fragmentos de
anticorpo, podem ser utilizados para detectar qualitativamente
ou guantitativamente a expressdo de proteinas codificadas por
genes amplificados ou sobre-expressos ("produtos génicos
marcadcres"). O anticorpo estd preferivelmente equipado com um
marcador detectdvel, e.g. fluorescente, e a ligacdo pode ser
monitorizada por microscopia o6ptica, citometria de fluxo,
fluorimetria ou outras técnicas conhecidas na especialidade.
Estas técnicas sédo particularmente adequadas, se O gene sobre-
expresso codificar uma proteina de superficie celular. Estes
ensalos de ligagdo sao realizados essencialmente como descrito
acima.

A deteccgcdo in situ da ligagado de anticorpo aos produtos
génicos marcadores pode ser realizada, por exemplo, por
imunocfluorescéncia ou microscopia imunoelectrdénica. Para este
fim, remove-se um espécime histoldégico do paciente, e
aplica-se a este um anticorpo marcado, preferivelmente por
deposigcdo do anticorpo sobre uma amostra bioldgica. Este
procedimento permite também determinar a distribuic¢do do
produtc génico marcador no tecido examinado. Sera evidente
para ©0s peritos na especialidade que estd facilmente
disponivel uma ampla variedade de métodos histoldgicos para
deteccao in situ.
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Os exemplos seguintes saoc apresentados apenas para fins
ilustrativos, e ndo pretendem limitar de modo algum o &ambito
do presente invento.

EXEMPLOS

Os reagentes disponiveis comercialmente referidos nos
exemplos foram utilizades de acordo com as instrugbes dos
fabricantes a nao ser onde indicado de outro modo. A fonte das
células identificadas nos exemplos seguintes, e ao longo do
fasciculo, por nlmeros de acesso ATCC é a American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland.

EXEMPLO 1

Isolamento de clones de ADNc que codificam PROZ245 humano

Utilizaram-se as sequéncias de dominio extracelular (ECD)
(incluindo o sinal secregdo, caso exista) de cerca de
950 proteinas segregadas, conhecidas da base de dados de
proteinas Swiss-Prot publica, para pesquisar bases de dados de
marcadecres de sequéncia expressa (EST, "expressed seguence
tags"). As bases de dados de EST incluiram bases de dados EST
publicas (e.g., GenBank) e uma base de dados de ADN EST
privada (LIFESEQ*, Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA). A
pesquisa foil realizada, utilizando o© programa de computador
BLAST ou BLAST-2 (e.g., Altshul et al., Methods in Enzymology
266: 460-480 (1996)), como uma comparacdo das sequéncias de
proteina ECD com wuma tradugdao de 6 quadros (6 frame
translation) da sequéncia EST. As comparagdes que resultaram
numa pontua¢do BLAST de 70 (ou em alguns casos 90) ou
supericr, que nao codificavam proteinas conhecidas, foram
agrupadas e montadas em sequéncias de ADN de consenso com O
programa "phrap" (Phil Green, University of Washington,
Seattle, Washington).

A sequéncia de ADN de consensc fol montada em relacdo a
outras sequéncias EST, onde a sequéncia de consenso € agui
designada DNA30954 (SEQ ID NO:27). Com base na sequéncia de
consenso DNA30954, foram sintetizados oligonucledétidos para
identificar por PCR um biblioteca de ADNc que continha a
sequéncia de interesse e para utilizacdo como sondas para
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isolar um clone da sequéncia de codificacdao de comprimento
completo para o PR0O245,

Foli sintetizado um par de iniciadores de PCR (directo e
inverso):

iniciador de PCR directo
5"-ATCGTTGTGAAGTTAGTGCCCC-3"' (SEQ ID NO:28)

iniciador de PCR inverso
5'"-ACCTGCGATATCCAACAGAATTG-3" (SEQ ID NO:29)

Os iniciadores de PCR inverso e directo estdc geralmente
na gama de 20 a 30 nucledtidos e sdo frequentemente concebidos
para dar um produto de PCR de <cerca de 100-1000 pb de
comprimento. As sequéncias sonda tém tipicamente 40-55 pb de
comprimento. Nalguns casos, sao sintetizados oligonucledtidos
adicionais quando a sequéncia de consenso é maior do que cerca
de 1-1,5 kpb. De modo a rastrear varias bibliotecas para um
clone de comprimento completo, o© ADN das Dbiblictecas foi
rastreado por amplificacao de PCR, como descrito por Ausubel
et al., Current Protocols in Molecular Biology, com o par de
iniciadores de PCR.

Adicionalmente, construiu-se uma sonda de hibridacao
oligonucleotidica sintética a partir das sequéncias DNA30954
de consenso gue tinha a sequéncia de nucledtidos seguinte:

sonda de hibridacao:
5'-GGAAGAGGATACAGTCACTCTGGAAGTATTAGTGGCTCCAGCAGTTCC-3"
(SEQ ID NO:30)

De modo a rastrear varias bibliotecas guanto a uma fonte
de um clone de comprimento completo, o ADN das bibliotecas foi
rastreado por amplificag¢ao de PCR com o par de iniciadores de
PCR acima i1dentificado. Utilizou-se depois uma biblioteca
positiva para isolar clones codificando o gene de PR0O245,
utilizando a sonda oligonuclecotidica e um dos iniciadores de
PCR.

O ARN para construg¢ao das bibliotecas de ADNc fol isolado
a partir de tecido de figado fetal humano. As bibliotecas de
ADNc utilizadas para isolar os <clones de ADNc foram
construidas por métodos padrao utilizando reagentes
disponiveis comercialmente, tais como os da Invitrogen, San



EP 1 481 990/PT
78

Diego, CA. O ADNc foi iniciado com oligo dT contendo um local
NotI, ligado com extremidades lisas a adaptadores Sall
tratados com hemoquinase, clivado com NotI, calibrado
apropriadamente por electroforese em gel, e clonado numa
orientacdo definida, num vector de clonagem adequado (tal como
PRKB ou pRKD; © pRK5B é um precursor de pRKSD que ndo contém o
local Sfil; ver Holmes et al., Science 253: 1278-1280 (1%991)),
nos locais XhoI e NotI Unicos.

A sequencia¢ao do ADN dos clones isolados como acima
descrito proporciona a sequéncia de ADN de comprimento
completo para um PR0O245 de sequéncia nativa [aqui designado
por UNQ219 (DNA35638) (SEQ ID NO:8)] e a sequéncia da proteina
derivada (SEQ ID NO:9).

A sequéncia de nucledtidos completa de UNQ219 (DNA35638)
¢ apresentada na Figura 2 (SEQ ID NO:8). O clone UNQ219
(DNA35638) (SEQ ID NO:8) contém um unico guadro de leitura
aberto (open reading frame) com um local de inicio da traducio
evidente nas posicdes de nucledtido 89-91 [Kozak et al.,
supral] e terminando no codao de paragem nas posigdes de
nucledtido 1025-1027 (Figura 2, SEQ ID NO:8). O precursor
polipeptidico previsto tem 312 aminodcidos de comprimento
(Fig. 3) (SEQ ID NO:9). O <clone UNQ219 (DNA35638) foi
depositado na ATCC em 17 de Setembro de 1997 e foi-lhe
atribuido o numero de depdsito ATCC N.° 209265.

EXEMPLO 2 (ANTECEDENTES)

Inibigdo da proliferacdo estimulada por VEGF do crescimento de

células endoteliais

Células endoteliails capilares adrenocorticais (ACE) de
(de uma cultura primdria, médximc 12-14 passagens) foram
plaqueadas em placas de microtitulacdo de 96 pog¢os (Amersham
Life Science) com uma densidade de 500 células/pog¢o por 100 uL
em DMEM de baixo teor em glucose, 10% de soro de wvitelo,
glutamina 2 mM, pen/estrept 1X e fungizona, suplementado com
VEGF 3 ng/mL. 0Os controlos foram plaqueados do mesmo modo mas
alguns ndo incluirem VEGF, Adicionou-se uma amostra de teste
dos polipéptidos PRO301 e PR0O245 num volume de 100 uL para um
volume final de 200 pL. Incubaram-se as células durante 6-
7 dias a 37°C. Aspiraram-se os meics e lavaram-se as células
1x com PBS. Adicionou-se uma mistura reaccicnal de fosfatase



EP 1 481 990/PT
79

dcida (100 uL, acetato de sdédio 0,1 M, pH 5,5, 0,1% de Triton
X-100, fosfato de p-nitrofenilo 10 mM). Apds incubagdo durante
2 horas a 37°C, parou-se a reacgao por adigao de 10 uL de NaCH
1 N. Mediu-se a DO num leitor de placas de microtitulacdo a
405 nm. Os controlos foram: sem células, apenas células,
células + FGF (5 ng/mL), células + VEGF (3 ng/mL), células +
VEGF (3 ng/ml) + TGF-f (1 ng/ml), e células + VEGF (3 ng/mL) +
LIF (5 ng/mL). (E conhecido que o TGF-p numa concentracdo de
1 ng/ml bloqueia 70-90% da proliferacdo celular estimulada por
VEGF .)

Os resultados foram avaliados calculando a percentagem de
inibic¢do da proliferacgao celular estimulada por  VEGF
(3 ng/ml), determinada por medicdo da actividade de fosfatase
dcida a DOggs nm, (1) em relacdo a células sem estimulacdo e
(2) em relagdo a inibicdo por TGF-Bp de referéncia da
actividade estimulada por VEGEF. Os resultados, apresentados na
Tabela 1, sdo indicativos da utilidade do polipéptido PR0O245
na 1inibig¢ao do crescimento celular, especialmente em terapia
do cancro e, especificamente, na 1inibigdo da angiogénese
tumoral.

Tabela 1

Compcosto testado Concentracao % de proliferacao

relativamente ao

controlo

Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 0,01% 0,76
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 0,1% 0,35
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 1,0% 0,11
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 0,48 nM 1,03
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 4,8 M 0,95
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 48,0 nM 0,49

EXEMPLO 3

Actividade estimulante em ensaio de reacg¢do linfocitdria mista
(MLR)

Este exemplo mostra que o©os polipéptidos do invento sao
activos como estimulantes da proliferagdo de 1linfdécitos T
estimulados. Os compostos que estimulam a proliferacao de
linfdécitos sdo Uteis terapeuticamente quando a melhoria de uma
resposta inflamatéria é benéfica. Os compostos que inibem a
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proliferacdo de linfdécitos sdo uteis terapeuticamente guando
supressac da resposta inflamatdéria ¢é benéfica. Um agente
terapéutico pode tomar a forma de antagonistas do polipéptido
do invento, por exemplo, anticorpos quiméricos murino-humano,
humanizados ou humanos contra o polipéptido.

O protocolo basico para este ensaio esta descrito em
Current Protocols in Immunology, Unidade 3.12, J.E. Coligan,
A.M. Kruisbeek, D.H. Marglies, E.M. Shevach e W. Strober. Eds.
National Institute of Health, publicado pela John Wiley &
sons, Inc.

Mais especificamente, numa variante do ensaio, c¢élulas
mononucleares de sangue periférico (PBMC) sdo isoladas a
partir de individuos mamiferos, por exemplo, um voluntario
humano, por leucoferese (um dador fornecera PBMC estimulantes,
o outro doador fornecerd PBMC respondedores). Se desejado, as
células sdao congeladas em soro fetal bovino e DMSO apds
isolamento. As células congeladas podem ser descongeladas de
um dia para o outro em meio de ensaio (37°C, 5% de CO;) e

depois lavadas e de novo suspensas a 3 X 10° células/ml de
meio de ensaio (RPMI; 10% de soro fetal de bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina, 1% de glutamina, 1% de HEPES, 1% de
aminodcidos ndo essenciais, 1% de piruvato).

Os PBMC estimulantes sdo preparados por irradiacao das
células (cerca de 3000 rad). O ensaio ¢é preparadc por
plaqueamento em poc¢os triplicados de uma mistura de: 100 pl de
amostra de teste diluida a 1% de 0,1%; 50 1l de células
estimulantes irradiadas e 50 pl de células PBMC respondedoras.
Como controlos utilizam-se 100 ulL de meio de cultura de
células ou 100 pl de CD4-IgG. Os pogos saoc depois incubados a
37°C, 5% de CO, durante 4 dias. No dia 5, cada pogo é pulsado
com timidina tritiada (1,0 mCi/pogo; Amersham). Decorridas
horas, lavam-se as células 3 vezes e depoils avalia-se a
incorporagao do marcador.

Noutra variante deste ensaio, o0s PBMC sao isolados a
partir dos bagos de ratinhos Balb/c e ratinhos C57B6. As
células sac provocadas a partir de bacos colhidos de fresco em
meio de ensaio (RPMI; 10% de soro fetal de bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina, 1% de glutamina, 1% de HEPES, 1%
aminodcidos ndo essenciais, 1% de piruvato) e os PBMC sao
isolados por espalhamento destas células sobre Lympholyte M
(Organcn  Teknika), centrifugag¢ao a 2000 rpm  durante



EP 1 481 990/PT
81

20 minutos, recolha e lavagem da camada de células
mononucleares em meio de ensaio e ressuspensdo das células a

1 x 107 células/ml de meio de ensaio. O ensaio ¢é depois
conduzido como acima descrito. 0s resultados deste ensaio para
compostos do invento sdo adiante apresentados na Tabela 2.
Aumentos positivos em relacdo ao controlo sdo considerados
positivos preferindo-se aumentos superiores ou iguais a 180%.
Porém, qualquer valor superior ao controlo indica um efeito
estimulante para a proteina de teste.

Tabela 2
Compcosto testado Concentracda % de aumento em relacao
o) ao controlo
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 0,1% 189, 7
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 0,1% 193,7
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 1,0% 212,5
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) 1,0% 300,5

EXEMPLO 4

Infiltrados de células inflamatérias na pele de porquinho-da-
india

0 exemplo seguinte mostra que os polipéptidos invento sao
préo-inflamatérios pelo facto de estimularem infiltrados de
células inflamatdrias (i.e., neutrdéfilos, eosindfilos,
mondécitos ou linfdcitos) na pele do porquinho-da-india. O
ensalo aqui descrito monitora a capacidade de cada proteina
para induzir um infiltrado de células inflamatérias na pele de
um porquinho-da-india. Compostos que estimulam a infiltragao
inflamatdria sdo uteis terapeuticamente guando a melhoria de
uma resposta inflamatdria é benéfica. Compostos que inibem a
proliferacgdo de linfdcitos sao Uteils terapeuticamente quando a
supressac de uma resposta inflamatdéria é benéfica. Um agente
terapéutico pode tomar a forma de antagonistas dos
polipéptidos do invento, por exemplo, anticorpos quiméricos
murino-humano, humanizados ou humanos contra o poclipéptido.

Porquinhos-da-india pelados (Charles River Labs), pesando
350 gramas ou mais, sdo anestesiadas com cetamina (75-80 mg/kg
de peso corporal) e xilazina (5 mg/kg de peso corporal)
intramuscularmente. As amostras de proteina sdo injectadas
intradermicamente nos dorsos de cada animal com um volume de
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100 pl por 1local de injeccac. Existem aproximadamente 16-24
locais de injecgédo por animal. Injecta-se endocardialmente
um mL de pigmento azul de Evans (1% em solugdo salina
tamponada fisioldgica). Submetem-se o5 animais a eutanasia
apdés 6 horas. Realiza-se a biopsia de cada local de injeccgao
de pele e fixa-se em formalina. Preparam-se as peles para
avaliacdaoc histopatoldégica. Avalia-se <cada local guanto a
infiltracdo de células inflamatdérias na pele. Os locais com
células inflamatdrias visiveis sdo registados como positivos.
As amostras que induzem um infiltrado de células inflamatdrias
sdo pontuadas como substédncias pré-inflamatédrias.

Tabela 3
Actividade pré-
Composto . e
inflamatdéria
Proteina de DNA35638 (SEQ ID NO:9) +

Controlo negativo -

EXEMPLO 5

Sobre-expressdo do produto génico

Este exemplo mostra que genes codificando varias
proteinas indicados na Figura 7 sdo sobre-expressos em cdlon
colitico de ratinhos "knockout" CRF2-4 -/-. 0Os agentes
terapéuticos podem tomar a forma de antagonistas dos produtos
génicos indicados, por exemplo, anticorpos quiméricos murino-
humano, humanizados ou humanos contra eles.

0Os ratinhos Os CRF2-4 -/- (Spencer et al., J. Exp. Med.
187, 571-578 (1998)) sao animais que tém removida uma
subunidade do gene que codifica o receptor de IL-10. Os
ratinhos sdo ndo responsivos as fungdes infra-reguladoras da
IL-10 para activacdo de macrdfagos, e nao podem infra-regular
a resposta ao desencadear da secrecac de TNF-a de macrdfagos
por lipopolissacdridos. Desenvolvem uma colite croénica que
pode conduzir a adenocarcinoma do célon.

As sondas para as proteinas indicadas na Figura 7 foram
criadas a partir de mcoldes de ARNm para os produtos génicos
indicados e utilizadas no ensaio de 5'-nuclease (e.g.,
TagMan™) e PCR quantitativa em tempo real (e.g., ABI Prizm
7700 Sequence Detection System™ (Perkin-Elmer, Applied
Biosystems Division, Foster City, CA). Os resultados sao
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apresentados em unidades delta CI. Uma unidade corresponde a
1 ciclo de PCR ou a aproximadamente uma amplificacao de
2 vezes em relagcdo ao normal, duas unidades correspondem a
4 vezes, 3 unidades a 8 vezes, etc. A quantificacado foi obtida
utilizando iniciadores e um ARNm marcadc fluorescente TagMan™
obtido a partir dos produtos génicos testados relacionados com
a inflamacdo indicados na Figura 7. As regides dos produtos
génicos indicados, que contém muito provavelmente sequéncias
de A4cido nucleico tnicas e que pelo menos provavelmente tém o0s
intrdes eliminados (spliced out), sao preferidas para a
obtencdo de iniciadores, e.g. regido ndo traduzida 3'.

A reacgdo de ensalio de 5'-nuclease € uma técnica baseada
em PCR fluorescente que faz wuso da actividade de 5'-
exonuclease da enzima ADN-polimerase Taq para monitorizar a
amplificag¢do em tempo real. Utilizam-se dols 1niciadores
oligonucleotidicos para gerar um amplicdo tipico de uma
reacgao de PCR. Um terceiro oligonucledtido, ou sonda, ¢
concebido para detectar a sequéncia de nucledtidos localizada
entre os dois iniciadcres de PCR. A sonda nado ¢ extensivel
pela enzima ADN-polimerase Tag, e estd marcada com um pigmento
fluorescente repdrter e um pigmento fluorescente de extingao.
Qualguer emissao 1induzida por Ilaser a partir do pigmento
repdrter ¢ extinta pelo pigmento de extingdo gquando os dois
pigmentos estdao localizados na proximidade um do outro, como
acontece na sonda. Durante a reaccdo de amplificacdo, a sonda
¢ clivada pela enzima ADN-polimerase Tag de um modo dependente
do molde. Os fragmentos de sonda resultantes dissociam-se em
solucdc, e o sinal do pigmento repdérter solto estd livre do
efeito de extingdo do segundo fluordforo. Uma molécula de
pigmento repdrter é libertada por cada nova molécula
sintetizada, e a deteccdao do pigmento repdrter nao extinto
proporcionou a base para a interpretagdo quantitativa dos
dados.

O procedimento de 5'-nuclease é realizado num dispositivo
de PCR quantitativa em tempo real, tal como ¢ ABI Prism 7700™
Sequence Detection. O sistema consiste num thermocycler, um
Jaser, uma cémara CCD (charge-coupled device) e um computador.
O sistema amplifica amostras num formato de 96 pogcos num
thermocycler. Durante & amplificagdo, um sinal fluorescente
induzido por laser é recolhido em tempo real através de cabos
de fibra éptica para todos os 96 pogos, e detectado na CCD. O
sistema inclui software para operacao dos instrumentos e para
andlise dos dados.
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Os dados do ensalo de b5'-nuclease sao 1inicialmente
expressos por Ct, ou ciclo limite (threshold cycle). Este é
definido como o ciclo para © qual o sinal do repdrter se
acumula acima do nivel de fluorescéncia de fundo. Os valores
de Ct sao wutilizados como medicdo quantitativa do numero
relativo de codpias iniciais de uma sequéncia alvo particular
numa amostra de acido nucleico. 7

Os resultados da amplificacac de ARNm sdo apresentados na
Figura 7. A expressdo em animais do tipo selvagem foi
comparada com a expressdo em animais KO CRF2-4, com beta-
actina como o padrdo de referéncia. Foram medidos gquatro
animais em cada grupo. Todos os quatro animais foram
diagnosticados com colite e, para além disso, trés desses
tinham adenocarcinoma do cdélon.

A Figura 7 mostra que o ARNm de JAM estd aumentado
3,3 vezes no coéblon de ratinhos CRF2-4 -/- com colite. Estes
ratinhos sd&o "knockout" para o receptor de IL-10 que
desenvolvem uma colite espontdnea mediada por 1linfécitos,
mondécitos e neutrdfilos. A IL-10 suprime a resposta
inflamatéria por modulacdo da expressaoc de certas citoguinas
inflamatdérias.

Como resultado, €& provavel que o PR0O245 tenha também uma
expressac elevada em doengas inflamatdérias humanas, tais como
doencga inflamatéria do intestino e outras doencas
inflamatdrias intestinais.

EXEMPLO 6 (ANTECEDENTES)

Inducdo de apoptose de células endoteliais

A capacidade dos polipéptides do invento para induzir
apoptose em células endoteliais foi testada em células
endoteliais da wveia wumbilical venosa humana (HUVEC, Cell
Systems). No primeiro dia, as células foram plaqueadas sobre
placas de microtitulacdo de 96 pocos (Amersham Life Sciences,
microplacas de cintilagdo Cytostar-T, RPNQ 160, esterilizadas,
tratadas rara cultura de tecidos, embrulhadas
individualmente), em soro a 10% (meio CSG, Cell Systems), com

uma densidade de 2 x 10° células por pog¢o, num volume de
100 pl. No segundo dia seguinte, adicionou-se polipéptido
PRO245 codificado por DNA35638 em triplicado em diluigdes de
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%, 0,33% e 0,11%. No terceiro dia, determinou-se a capacidade
do polipéptido PR0OZ24%5 para induzir apoptose utilizando um kit
disponivel comercialmente, Apoptosis Detection Kit (R&D
Systems, Minnesota), no qual se utiliza anexina V, um membro
da familia de proteinas de 1ligagdo de calcio e fosfolipido,
para detectar a apoptose, seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante. Adicionaram-se as células anexina V marcada
com fluoresceina e iodeto de propidio. A andlise fol realizada
com citdémetros equipados com uma unica luz de excitagdo de
emissdo de laser a 488 nm. Neste teste, as células wvivas nao
corardo com qualquer fluordcromo, as células necrdticas
corarac com ambos os fluordcromos e as células que estdo a
sofrer apoptose apenas corarao com O reagente de anexina V-
FITC. O sinal gerado por anexina V-FITC foi detectado no
detector de sinal de FITC. Os resultados estao indicados na
Tabela 4 seguinte.

TABELA 4
Conposto testado Concentragao % acima da
fluorescéncia de fundo
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 0,11% 77,5
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 0,33% 143,7
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 1,0% 146,0
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 6,82 nM 67,2
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 20,46 nM 102,6
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 62,0 nM 118,38

A capacidade dos compostos de proteina do invento para
induzir apoptose de células endoteliais, particularmente em
combinag¢do com a ruptura da formagdo de jungdes entre células
como indicado no Exemplo 2, é indicativa de que os compostos
desempenham papéis na adesdo e transmigracao celulares.
Similarmente a JAM de murino, ©s compostos sdo provavelmente
moléculas de adesdao celular em epitélios e endotélios, o que
explica a sua vasta distribuig¢do nos tecidos. A quebra da
inducdc de apoptose de células endoteliais estd de acordo com
um papel no crescimento e apoptose celulares.

EXEMPLO 7 (ANTECEDENTES)

Ensaio antitumoral in vitro

A actividade antiproliferativa dos polipéptidos PR0O245 do
invento foi determinada no ensaio de investigag¢ao in vitro
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para identificacdo de drogas anticancerosas, orientadas para a
doencga, do National Cancer Institute (NCI), wutilizando o
ensaio de ligagao do pigmento sulfo-rodamina B (SRB)
essencialmente como descrito por Skehan et al., J. Natl.
Cancer Inst. 82: 1107-1112 (1990). As 60 linhas de células
tumorais utilizadas neste estudo ("o painel NCI"), bem como as
condi¢des para a sua manutencdo e cultura in vitro, foram
descritas por Monks et al., J. Natl. Cancer Inst. 83: 757-766
(1991). O propdsito deste rastreio era avaliar inicialmente a
actividade citotdéxica e/ou citostatica dos compostos de teste
contra diferentes tipos de tumores (Monks et al., supra, Boyd,
Cancer: Princ., Pract. Oncol., Update 3(10): 1-12 (1989)).

Colheram-se células de aproximadamente 60 linhas de
células de tumores humanos com tripsina/EDTA  (Gibco),
lavaram-se uma vez, suspenderam-se de novo em IMEM e
determincu-se a sua viabilidade. As suspensdes de células
foram adicionadas por pipeta (volume de 100 pL) a placas de
microtitulagdo de 96 pogos separadas. A densidade de células
para a incubacdo de 60 dias foi inferior & densidade para a
incubacdo de 20 dias para prevenir o crescimento excessivo.
Permitiu-se aos inoculados um periodo de pré-incubacdo de
24 horas a 37°C para estabilizacdo. No instante zero, aocs
pocos de placas de microtitulacdo, adicionaram-se diluic¢Bes de
duas vezes das concentragdes de teste pretendidas em aliguotas
100 pl  (diluigéo 1:2). O0Os compostos foram avaliados para
diluigbes semi-log definidas (1000 & 100 000 vezes). As
incubac¢des decorreram durante dois dias e seis dias numa
atmosfera de 5% de CO; e 100% de humidade.

Apds incubagdo, removeu-se o meio e fixaram-se as células
em 0,1 ml de 4cido tricloroacético a 10% a 40°C. Enxaguaram-se
as placas cinco vezes com dgua desionizada, secaram-se,
coraram-se durante 30 minutos com 0,1 ml de 0,4% de pigmento
sulfo-rodamina B (Sigma) dissolvido em 4&cido acético a 1%,
enxaguaram-se quatro vezes com acido acético a 1% para remover
0 pigmento ndo ligado, secaram-se e extraiu-se o corante
durante c¢inco minutos com 0,1 ml de Dbase Tris 10 mM
[tris(hidroximetil)aminometano], PH 10, 5. Mediu-se a
absorvancia (DO) de sulfo-rodamina B a 492 nm utilizando um
leitor de placas de microtitulagéo de 96 pogos, com interface
para computador.

Uma amostra de teste é considerada positiva se apresenta
um efeito inibidor de crescimento de pelo menos 50% em uma ou
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mais concentragdes. 0s resultados sdo apresentados na tabela
seguinte, onde as abreviaturas sao como se segue:

CPNP = carcinoma do pulmdc de células nao peguenas
SNC = sistema nervoso central
Leuc = leucemia

Tabela 5
Composto de teste Concentracdo| Duragao Linha de células
do ensaio tumorais

Tipo |Designac¢ac

DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 0,35 nM 2 CPNP HOP92
Ovariano| OVCAR-4

DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 0,35 nM 2 Leuc SR
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 0,35 nM 6 Cdlon HCC-2998
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 3,5 nM 6 Leuc SR

Cédlon SW-620
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 6,2 nM 6 Célon HCT-116
DNA35638 proteina (SEQ ID NO:9) 6,2 nM 6 Leuc RPMI-8226

EXEMPLO 8

Utilizacdo de PR0O245 como sonda de hibridacgdo

O método seguinte descreve a utilizacdo de uma sequéncia
de nucledtidos que codifica um PR0O245 como sonda de
hibridacao.

ADN compreendendo a sequéncia de codificacdo de PRO245 de
sequéncia nativa (como se mostra na Fig. 2, SEQ ID NO:8) ¢é
utilizado como sonda para rastrear ADN homélogos (tais como os
que codificam wvariantes de PR0O245 de ocorréncia natural) em
bibliotecas de ADNc de tecido humano ou bibliotecas gendmicas
de tecido humano.

A hibridagcdo e a lavagem de filtros contendo ADN de
qualquer das bibliotecas sdo realizadas sob as condigdes de
rigor elevado seguintes. A hibridac¢daoc da sonda radiomarcada
derivada de PRO245 com os filtros € realizada numa solucdo de
formamida a 50%, SSC 5x, 0,1% de SDS, 0,1% de pirofosfato de
sédio, fosfato de sédio 50 mM, pH 6,8, solugdo de Denhardt 2x
e 10% de sulfato de dextrano, a 42°C durante 20 horas. A
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lavagem dos filtros ¢é realizada numa solucdo aquosa de SSC
0,1x e 0,1% de SDS a 42°C.

Os ADN possuindo uma identidade de sequéncia desejada com
0 ADN que codifica PR0O245 de seguéncia nativa de comprimento
completo, podem depois ser identificados utilizando técnicas
padrédo conhecidas na especialidade.

EXEMPLO 9

Expressdao de PRO245 em E. coli

Este exemplo 1lustra a preparacaoc de uma forma nao
glicosilada de PRO245 por expressdo recombinante em E., coli.

A sequéncia de ADN codificando PRO245 ¢é inicialmente
amplificada utilizando iniciadores de PCR seleccionados. Os
iniciadores deverdo conter locais para enzimas de restricao
que correspondem aos locais de enzimas de restrig¢ao nc vector
de expressdo seleccionado. Pode-se utilizar uma variedade de
vectores de expressdao. Um exemplo de um vector adequado & o
PBR322 (derivado de E. coli; ver Bolivar et al., Gene, 2:95
(1977)) que contém genes para resisténcia a ampicilina e
tetraciclina. O vector é digerido com enzima de restricdo e
desfosforilado. As sequéncias amplificadas por PCR sao depois
ligadas no vector. O wvector incluird preferivelmente
sequéncias que codificam um gene de resisténcia a antibidtico,
um promotor trp, um comando de poli-His (incluindo o©s
primeiros seis coddes STII, sequéncia de poli-His e local de
clivagem de enteroquinase), a regido de codificagcao de PRO245,
terminador de transcrig¢do lambda e um gene arguU.

A mistura de ligacdoc € depois utilizada para transformar
uma estirpe de E. coli seleccionada utilizando os métodos
descritos em Sambrook et al., supra. Os transformantes sao
identificados pela sua capacidade para crescerem em placas de
LB e seleccionam-se depois as coldnias resistentes a
antibidticos. O ADN plasmidico pode ser isclado e confirmado
por andlise de restricgdo e sequenciagdo de ADN.

Os clones seleccionados podem ser cultivados de um dia
para o outro em meio de cultura liquido tal como caldo LB
suplementado com antibidticos. Pode-se utilizar
subsequentemente a cultura de um dia para o© outro para
inocular uma cultura em malor escala. As células sdo depois
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desenvolvidas em cultura até uma densidade O6ptica desejada,
durante a qual o promotor de expressao é activado.

Apds cultura das células varias horas mais, as células
podem ser colhidas por centrifugagdo. O sedimento celular
obtido pela centrifugag¢do pode ser solubilizado, utilizando
vdrias agentes conhecidos na especialidade, e a proteina
PR0O245 solubilizada pode depois ser purificada utilizando uma
coluna de quelacdo de metal sob condigdes que permitam a forte
ligagao da proteina.

O PRO301 foi expresso em E. coli numa forma marcada com
poli-His, como revelado em W099/27098.

EXEMPLO 10

Expressdo de PR0O245 em células de mamifero

Este exemplo ilustra a ©preparagac de uma forma
glicosilada de um PR0O245 por expressdo recombinante em células
de mamifero.

Como vector expressdo, utiliza-se o vector pRKS (ver
EP 307 247, publicado em 15 de Marco de 1989). Opcionalmente,
0 ADN de PR0O245 ¢é 1ligado no pRKL com enzimas de restrigao
seleccionadas para permitir a inserg¢ac do ADN de PR0O245
utilizando métodos de ligagdo, tal como descrito em Sambrook
et al., supra. O vector resultante é denominado pRK5-PR0O245.

Numa concretizacao, as células hospedeiras seleccionadas
podem ser células 293. Células 293 humanas (ATCC CCL 1573) sao
cultivadas até a confluéncia em placas de cultura de tecidos
em meio tal como DMEM suplementado com soro fetal de vitelo e,
opcionalmente, componentes nutrientes e/ou antibidticos.
Misturam-se cerca de 10 pg de ADN pRK5-PR0O245 com cerca de
1 pg de ADN codificando o gene de ARN VA (Thimmappaya et al.,
Cell. 31:543 (1982)] e dissolve-se em 500 ul de Tris-HC1 1 mM,
EDTA 0,1 mM, CaCl; 0,227 M. A esta mistura, adicionam-se gota-
a-gota 500 pl de HEPES 50 mM (pH 7,35), NaCl 280 mM, NaPO,
1,5 mM e deixa-se formar um precipitado durante 10 minutos a
25°C., Suspende-se o precipitado e adiciona-se as células 293,
e deixa-se assentar durante cerca de quatro horas a 37°C.
Aspira-se o0 meio de cultura e adicionam-se 2 ml de glicerol a
20% em PBS durante 30 segundos. Lavam-se depois as células 293



EP 1 481 990/PT
90

com meio isento de soro, adiciona-se meio fresco e incubam-se
as células durante cerca de 5 dias.

Aproximadamente 24 horas apds as transfecg¢bes, remove-se
o meio de cultura e substitui-se por meio de cultura (sozinho)
ou meio de cultura contendo 200 puCi/ml de °°S-cisteina e
200 pCi/ml de *°S-metionina. Apds uma incubacdo de 12 horas,
recolhe-se o meio condicionado, concentra-se sobre um filtro
rotativo e carrega-se sobre um gel de SDS a 15%. 0O gel
processado pode ser seco e exposto a pelicula, durante um
periodc de tempo seleccionado, para revelar a presenca de
polipéptido PRC245. As culturas contendo células transfectadas
pode ser submetidas a incubacdo adicional (em meic isento de
soro) e o meio é testado em bicensaios seleccionados.

Numa técnica, ADN de ©PR0O245 pode ser introduzido
transientemente em células 293 utilizando o método do sulfato
de dextrano descrito por Somparyrac et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 12:7575 (1981). Cultivam-se as células 293 até a maxima
densidade num baldo rotativo e adicionam-se 700 pg ADN de
PRKS-PRO245, Primeiro, concentram-se as células por
centrifugag¢do a partir do baldo rotativo e lavam-se com PBS. O
precipitado de ADN-dextrano ¢ incubado sobre o sedimento
celular durante quatro horas. As células sao tratadas com
glicerol a 20% durante 90 segundos, lavadas com meio de
cultura de tecidos, e reintroduzidas no baldao rotativo
contendo meio de cultura de tecidos, 5 upg/ml de insulina de
bovino e 0,1 pg/ml de transferrina de bovino. Apds cerca de
quatro dias, o meio condicionado é centrifugado e filtrado
para remover células e residuos. A amostra contendo PR0245
expresso pode depois ser concentrada e purificada por qualguer
método seleccionado, tal como didlise e/ou cromatografia de
coluna.

Noutra concretizacdo, © PR0245 pode ser expresso em
células CHO. O pRK5-PR0O245 pode ser transfectado em células
CHO utilizando reagentes conhecidos tais como CaP0O, ou DEAE-
dextrano. Como acima descrito, as culturas de células podem
ser incubadas, e o meio substituido por meio de cultura
(sozinho) ou meio contendo um radiomarcador tal como °°S-
metionina. Apds determinar a presenga de polipéptido PRO245, o
meio de cultura pode ser substituido por meio isento de soro.
Preferivelmente, incubam-se as culturas durante cerca de
6 dias, e depois colhe-se o0 meio condicionado. O meio contendo
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0 PR0O245 expresso pode depoils ser concentrado e purificado por
qualquer método seleccionado.

O PROZ45 marcado com epitopo pode também ser expresso em
células CHO hospedeiras. O PR0245 pode ser subclonado a partir
do vector pRKS. A inserg¢dc do subclone pode ser submetida a
PCR para se fundir em enquadramentoc com um epitopo marcador
seleccionado, tal como um marcador poli-His, num vector de
expressdao de baculovirus. A insercdo de PR0O245 marcada com
poli-His pode depois ser subclonada num vector guiado de SV40
contendo um marcador de seleccdo tal como DHFR para selecgdo
de clones estaveis. Finalmente, as c¢élulas CHO podem ser
transfectadas (como descrito acima) com o vector guiado de
Sv40. A marcacdo pode ser realizada, como acima descrito, para
verificar a expressdo. O meio de cultura contendo o PR0245
expresso marcado com poli-His pode depois ser concentrado e
purificado por qualquer método seleccionado, tal como por
cromatografia de afinidade de quelato de Ni‘'.

Os PR0O245 sadao expressos em células CHO por procedimentos
de expressdo transiente e estéavel.

A expressdao estdvel em células CHO foi realizada
utilizando o ©procedimento seguinte. As proteinas foram
expressas como uma construg¢do de IgG (imunocadesina), na gqual
as sequéncias de codificacdo para as formas soluveis (e.g.
dominios extracelulares) das proteinas respectivas foram
fundidas com uma sequéncia da regido constante de IgGl
contendo os dominios charneira, CH2 e CHZ e/ou como uma forma
marcada com poli-His.

Ap6s a amplificagdo por PCR, o0s ADN respectivos foram
subclonados num vector de expressdo de CHO utilizando técnicas
padrdo como descrito em Ausubel et al., Current Protocols of
Molecular Biology. Unidade 3.16, John Wiley and Sons (1997).
Os vectores de expressdo de CHO sado construidos para terem
locais de restricdo compativeis a 5' e a 3' do ADN de
interesse, para permitir o wvaivém conveniente dos ADNc. O
vector utilizado na expressaoc em células CHO é como descrito
em Lucas et al., Nucl. Acids Res. 24: 9 (1774-1779 (1996), e
utiliza o promotor precoce/potenciador de SV40 para conduzir a
expressdo do ADNc de interesse e de di-hidrofolato-redutase
(DHFR). A expressao de DHFR permite a selecgdao para manutengao
estdvel do plasmideo apds transfecgdo.
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Introduziram-se doze microgramas do ADN plasmidico
desejado em aproximadamente 10 milhdes de c¢células CHO
utilizando reagentes de transfec¢ao disponiveis comercialmente
Superfect (Quiagen), Dosper™ ou  Fugene™  (Boehringer
Mannheim) . Cultivaram-se as células como descrito em Lucas et

al., supra. Aproximadamente 3 X 10’ células sdo congeladas
numa ampola para crescimento e produgdc posteriores como
adiante descrito.

As ampolas contendo o ADN plasmidico foram descongeladas
por colcoccagdo num Dbanho de 4gua e mistura em vortice.
Pipetou-se o conteudo para um tubo de centrifuga contendo
10 mL de meio e centrifugou-se a 1000 rpm durante 5 minutos.
Aspirou-se o© sobrenadante e ressuspenderam-se as células em
10 mL de meio selectivo (PS20 filtrado a 0,2 um com 5% de soro
fetal de bovino tratado por diafiltracdo a 0,2 pm). As células
foram depois colocadas em meio liquido num baldoc rotativo de
100 mL contendc 90 mL de meio selectivo. Apds 1-2 dias,
transferiram-se as células para um baldoc rotativo de 250 mL
cheio com 150 mL de meio de crescimento selectivo e incubou-se
a 37°C. Apds outros 2-3 dias, semearam-se baldes rotativos de

250 mL, 500 mL e 2000 mL com 3 X 10° células/mL. Os meios
celulares foram trocados por meios frescos por centrifugacdo e
ressuspensaoc em meio de produgao. Ainda que se possam utilizar
quaisquer meios adequados para células CHO, utilizou-se
realmente um meio de producgdo descrito na Patente dos E.U.A.
N.° 5 122 469, concedida em 16 de Junho de 1992. Semeou-se um

baldo rotativo de produgdo de 3 L com 1,2 X 10° células/mL. No
dia 0, determinaram-se o numero de células e o pH. No dia 1,
colheu-se uma amostra do baldo e iniciou-se o fornecimento de
ar filtrado. No dia 2. colheu-se uma amostra do baléo,
alterou-se a temperatura para 33°C e adicionaram-se 30 mL de
glucose 500 g/L e 0,6 mL de antiespuma a 10% (e.qg., emulsdc de
polidimetilsiloxano a 35%, Dow Coming 365 Medical Grade
Emulsion). Ao longo da produgao, ajustou-se o pH conforme
necessario para o manter a volta de 7,2. Apdés 10 dias, ou até
a viabilidade cair para um valor abaixo de 70%, colheu-se a
cultura de células por centrifugagdo e filtracao através de um
filtro de 0,22 pm. O filtrado foi armazenado a 4°C ou
carregado de imediato em colunas para purificacao.

Para as construgfes marcadas com poli-His, as proteinas
foram purificadas utilizando uma coluna Ni-NTA (Qiagen). Antes
da purificacdo, adicionou-se imidazole ao meio condicionado
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até uma concentragdao de 5 mM. O meio condicionado foi bombeado
para uma coluna Ni-NTA de 6 ml equilibrada em tampdc Hepes
20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,3 M e imidazole 5 mM, com um
caudal de 4-5 ml/minuto a 4°C. Apds carregamento, lavou-se a
coluna com tampao de equilibrio adicional e eluiu-se a
proteina com tampdo de equilibrio contendo imidazole 0,25 M. A
proteina altamente purificada foi subsequentemente
dessalinizada para um tampdo de armazenamento contendo Hepes
10 mM, NaCl Q0,14 M e 4% de manitol, pH 6,8, com uma coluna de
25 ml G25 Superfine (Pharmacia), e armazenada a -80°C.

As construgdes de imunoadesina (contendo Fc¢) foram
purificadas a partir dos meios condicionados como se segue.
Bombeou-se o meio condicionado para uma coluna de 5 ml de
Proteina A (Pharmacia), que tinha sido equilibrada em tampao
fosfato de Na 20 mM, pH 6,8. Apds carregamento, lavou-se a
coluna extensivamente com tampdo de equilibrio antes da
eluicado com &acido citrice 100 mM, pH 3,5. A proteina eluida
fol de imediato neutralizada recolhendo fracgbes de ml para
tubos contendo 275 uL de tampdc Tris 1 M, pH 9. A proteina
altamente purificada foil subsequente dessalinizada em tampao
de armazenamento como acima descrito para as proteinas
marcadas com poli-His. A homogeneidade foi avaliada por géis
de SDS-poliacrilamida e por sequenciacao de aminodacidos
N-terminal por degradagdo de Edman. O PR0O245 foil também
produzido por expressdo transiente em células COS.

EXEMPLO 11

Expressdo de PRO245 em levedura

0 método seguinte descreve a expressdao recombinante de
PR0O245 em levedura.

Primeiro, constroem-se vectores de expressao de levedura
para produc¢ao intracelular ou secrecao de PR0O245 a partir do
promotor ADH2/GAPDH. ADN que codifica PR0245, um péptido de
sinal seleccionado e o promotor, ¢ inserido em locais de
enzimas de restricdo adequados no plasmideo seleccionado para
dirigir a expressdo intracelular de PRO245. Para secreg¢do, O
ADN codificando PR0O245 ©pode ser clonade no plasmideo
seleccionado, conjuntamente com ADN codificando o promctor
ADH2/GAPDH, o sinal secretor/sequéncia de comando de factor
alfa de levedura, e sequéncias ligantes (se necessario), para
expressac de PR0O245.
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Células de levedura, tais como levedura da estirpe AB110,
podem depois ser transformadas com os plasmideos de expressao
acima descritos e cultivadas em meios de fermentacao
seleccionados. 0s sobrenadantes de levedura transformada podem
ser analisados por precipitacgao com 10% de acido
triclorocacético e separacao por SDS-PAGE, seguida por
coloracdo dos géis com corante azul de Coomassie.

O PR0O245 recombinante pode ser subsequentemente isolado e
purificado por remogdo das células de levedura do meio
fermentacdo por centrifugagdo e depois concentrac¢do do meio
utilizando cartuchos de filtracdo seleccionados. O concentrado
contendo PROZ45 pode ser adicionalmente purificado utilizando
resinas de cromatografia de coluna seleccionadas.

EXEMPLO 12

Expressdo de PR0O245 em células de insecto infectadas com

baculovirus

0 método descreve a expressdao recombinante de PR0O245 em
células de insecto infectadas com baculovirus.

O PR0O245 ¢é fundido a montante de um marcador epitdpico
contido num vector de vector de expressdao de baculovirus.
Estes marcadores epitépicos incluem marcadores poli-His e
marcadores imunoglobulina (tais como as regifes Fc de IgG).
Pode-se utilizar wuma variedade de plasmideos, incluindo
plasmideocs derivados de plasmideos disponiveils comercialmente

tais como pvL1393 (Novagen). Resumidamente, o PR0OZ245 ou a
porcdo desejada do PR0O245 (tal como a sequéncia que codifica o
dominio extracelular de uma proteina transmembranar) ¢

amplificado por PCR com iniciadores complementares as regides
5'" e 3', O iniciador 5' pode incorporar locais de enzimas de
restrigdao (seleccionados) flangueadores. O produto ¢ depois
digerido com essas enzimas de restrigdo seleccionadas e
subclonado no vector de expressao.

O baculovirus recombinante é gerado por co-transfeccaoc do
plasmideo acima e de ADN viral BaculoGold™ (Pharmingen) em
células Spodoptera frugiperda ("SL£9M) (ATCC CRL 1711)
utilizando Lipofectin (disponivel comercialmente na GIBCO-
BRL). Apds 4 - 5 dias de incubacaoc a 28°C, os virus libertados
sao colhidos e utilizados para amplificag¢des posteriores. A
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infeccao viral e a expressao de proteina sac realizadas como
descrito por O'Reilley et al., Baculovirus expression vectors:
A laboratory Manual, Oxford; Oxford University Press (1994).

O PROZ245 expresso, marcado com poli-His, pode ser depois
purificado, por exemplo, por cromatografia de afinidade de
quelato de Ni’' como se segue. Preparam-se extractos a partir
de «células Sf9 infectadas com virus recombinantes como
descrito por Rupert et al., DNature, 362: 175-179 (1993).
Resumidamente, as células Sf9 sdaoc lavadas, de novo suspensas
em tampdo para tratamento com ultra-sons (25 mL de Hepes,
pH 7,9; MgCl, 12,5 mM; EDTA 0,1 mM; 10% de glicercl; 0,1% de
NP-40; KC1 0,4 M), e tratadas com ultra-sons duas vezes
durante 20 segundos em gelo. A suspensao tratada com ultra-
sons & clarificada por centrifugagdo e o sobrenadante ¢é
diluido 50 wvezes em tampdo de carga (fosfato 50 mM, NaCl
300 mM, 10% de glicerol, pH 7,8) e filtrado através de um
filtro de 0,45 um. Prepara-se uma coluna de agarose Ni“'-NTA
(disponivel comercialmente na Qiagen) com um volume de leito
de 5 mL, lava-se com 25 mL de A&gua e equilibra-se com 25 mL de
tampao de carga. O extracto celular filtrado é carregado na
coluna a 0,5 mL por minuto. Lava-se a coluna até a linha de
base de Rgs¢ com tampdo de carga, momento apds o qual se inicia
a colheita de fracgdes. Em seguida, lava-se a coluna com um
tampdo de lavagem secunddrio (fosfato 50 mM; NaCl 300 mM, 10%
de glicercl, pH 6,0), que elui proteina nac especificamente
ligada. Apds atingir de novo a linha de base de Az, a coluna
é desenvolvida com um gradiente de imidazole de 0 a 500 mM no
tampdo de lavagem secunddrio. Colhem-se fracgdes de um mL e
analisam-se por SDS-PAGE e coloracdoc com prata ou Western blot
com Ni® -NTA conjucgado a fosfatase alcalina (Qiagen). Fracgdes
eluidas contendo PR0OZ245 marcado com Hisyo sdo reunidas e
dialisadas contra tampdo de carga.

Alternativamente, a purificagdo do PROZ245 marcado com IgG
(ou marcado com Fc) pode ser realizada utilizando técnicas de
cromatografia conhecidas, incluindo por exemplo, cromatografia
de coluna de Proteina A ou Proteina G.

O PRO245 foi expresso em células de insecto Sf9
infectadas com baculovirus. Embora a expressdao fosse realmente
realizada a uma escala de 0,5-2 L, esta pode ser facilmente
aumentada para preparagdes maiores (e.g. 8 L). As proteinas
foram expressas como uma construgdo de IgG (imunoadesina), na
qual a regido extracelular de proteina estava fundida com uma
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sequéncia de regido constante de IgGl contendo os dominios de
charneira, CH2 e CH3 e/ou em formas marcadas com poli-His.

Apds amplificacdo por PCR, as sequéncias de codificacdo
respectivas foram subclonadas num vector de expressdo de
baculovirus (pb.PH.IgG para fusdes de IgG e pb.PH.His.c para
proteinas marcadas com poli-His), e o vector e ADN de
baculovirus BaculoGold® (Pharmingen) foram co-transfectados em
105 células de Spodoptera frugiperda ("Sf9") (ATCC CRL 1711),
utilizando Lipofectin (Gibco BRL). pb.PH.IgG e pb.PH.His sao
modificagdes do vector de expressdo de baculovirus pvVL1393
disponivel comercialmente (Pharmingen), com regides de poli-
ligante modificadas para incluirem as sequéncias marcadoras
His ou Fc. As células foram cultivadas em meio TNM-FH de Hink
suplementado com 10% de FBS (Hyclone). Incubaram-se as células
durante 5 dias a 28°C. Colheu-se o sobrenadante e utilizou-se
subsequentemente para a primeira amplificacdo wviral, por
infecgdao de células Sf9 em meio TNM-FH de Hink suplementado
com 10% de FBS para uma multiplicidade de infecg¢ao (MOI)
aproximada de 10. Incubaram-se as células durante 3 dias a
28°C. Colheu-se o sobrenadante e determinou-se a expressao das
construgBes no vector de expressadao de baculovirus por ligacgdo
descontinua de 1 ml de sobrenadante a 25 mL de pérolas Ni-NTA
(QIAGEN), para proteinas marcadas com histidina, ou de pérolas
de Proteina A-Sepharose CL-4B (Pharmacia), para proteinas
marcadas com IgG, seguindo-se andlise em SDS-PAGE por
comparagac com uma concentracdo conhecida de proteina padrao
por coloracgdo com azul de Coomassie.

Utilizou-se o sobrenadante da primeira amplificacdo viral
para infectar uma cultura em Dbaldo rotative (500 ml) de
células Sf9 cultivadas em meio ESF-921 (Expression Systems
LLC) com uma MOI aproximada de 0,1. Incubaram-se as células
durante 3 dias a 28°C. Colheu-se o sobrenadante e filtrou-se.
Repetiram-se a ligacdo em descontinuo e a andlise SDS-PAGE,
conforme necessdrio, até ser confirmada a expressdo da cultura
em baldao rotativo.

0 meio condicionado a partir das células transfectadas
(0,5 a 3 L) foi colhido por centrifugag¢ao para remover as
células e filtrado através de filtros de 0,22 micron. Para as
construgBes marcadas com poli-His, a construgdo de proteina
foi purificada utilizando uma coluna Ni-NTA (Qiagen). Antes da
purificagdo, adicionou-se 1imidazole aos melos condicionados
até uma concentracdo de 5 mM. Os meios condicionados foram
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bombeados para uma coluna de 6 ml Ni-NTA, equilibrada em
tampao Hepes 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,3 M e imidazole
5 mM com um caudal de 4-5 ml/minuto a 4°C. Apds carregamento,
lavou-se a coluna com tampdo de equilibrio adicional e
eluiu-se a proteina com tampdo de equilibrio contendo
imidazole 0,25 M. A proteina altamente purificada foi
subsequentemente dessalinizada para um tampdo de armazenamento
contendo Hepes 10 mM, NaCl 0,14 M e 4% de manitol, pH 6,8, com
uma coluna de 25 ml G25 Superfine (Pharmacia) e armazenada a
-80°C.

As construgbes de imunoadesina (contendo Fc¢) de proteinas
foram purificadas a partir dos meios condicionados como se
segue. Os meios condicionados foram bombeados para uma coluna
de Proteina A de 5 ml (Pharmacia) que tinha sido equilibrada
em tampado de fosfato de Na 20 mM, pH 6,8. Apds carregamento,
lavou-se a coluna extensivamente com tampdo de equilibrio
antes da eluicdo com acido citrico 100 mM, pH 3,5. A proteina
eluida foil de imediato neutralizada colhendo fracgbes de 1 ml
para tubos contendo 275 mL de tampao Tris 1 M, pH 9. A
proteina altamente purificada foi subsequente dessalinizada em
tampdo de armazenamento como acima descrito para as proteinas
marcadas com poli-His. A homogeneidade das proteinas foi
verificada por electroforese em 8SDS-gel de poliacrilamida
(PAGE) e sequenciag¢do de aminodcidos N-terminal por degradacio
de Edman.

O PRO245 foi também expresso em células High-5 infectadas
com baculovirus utilizando um procedimento anadlogo.
Cultivaram-se células High-5 até uma confluéncia de 50% a
27°C, sem CO,, sem penicilina e sem estreptomicina. Para cada
placa de 150 mm, misturaram-se 30 pg de vector baseado em pIE
contendo PROZ245 com 1 ml de meio Ex-Cell (Meio: Ex-Cell 401,
1/100 L-Glu JRH Biosciences, # 14401-78P, nota: o meio é
sensivel a luz), e, num tubo separado, misturaram-se 100 pl de
Cellfectin (GibcoBRL # 10362-010) com 1 ml de meio Ex-Cell. Os
vectores plEl-1 e plEl-2 estdo concebidos para expressio
constitutiva de proteinas recombinantes a partir do promctor
iel de Dbaculovirus em <células de insecto transformadas
estavelmente (Cartier, J.L., et al., J. Virol, 68, 7728-
7737) (1994). Os plasmideos diferem apenas na orientagdo dos
multiplos locais de clonagem e contém todas as sequéncias de
promotcr conhecidas como importantes para expressao génica
mediada por iel em células de insecto ndo infectadas bem como
0 elemento potenciador hr5. pIEl-1 e pIEl-2 incluem o local de
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inicio de traducao de iel e podem ser utilizados para produzir
proteinas de fusdo.

Combinaram-se as duas solugbes e deixaram-se incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Adicionaram-se 8 ml
de meio Ex-Cell aos 2 ml de mistura ADN/Cellfectin e
espalharam-se sobre células High-5 previamente lavadas com
meio Ex-Cell. Incubou-se a placa no escuro durante 1 hora a
temperatura ambiente. Aspirou-se a mistura ADN/Cellfectin, e
lavaram-se as células uma vez com Ex-Cell para remover o
Cellfectin em excesso. Adicionou-se meio Ex-cell fresco
(30 ml) e incubaram-se as células durante 3 dias a 28°C.
Colheu-se © sobrenadante e determincu-se a expressdo de PR0O245
por ligagédo em descontinuo de um modo similar ao descrito para
células Sf9.

EXEMPLO 13

Preparagido de anticorpos que se ligam a PR0245

Este exemplo ilustra a preparacdo de anticorpos
monoclonais que se podem ligar especificamente a PR0O245.

Sdo conhecidas na especialidade técnicas para a producao
de anticorpos monoclonais e estas estdo descritas, por
exemplo, em Goding, supra. Imunogénios que podem ser
utilizadecs incluem PRO245 purificado, proteinas de fusao
contendo PR0O245 e células que expressam PRO245 recombinante
sobre a superficie celular. A selecgdo do imunogénio pode ser
efectuada pelo técnico especialista sem experimentacao
indevida.

Imunizam-se ratinhos, tais como Balb/c, com o imunogénio
PRO245 emulsionado em adjuvante completo de Freund e
injectaram-se subcutaneamente ou intraperitonealmente numa
quantidade de 1-100 microgramas. Alternativamente, 0
imunogénio é  emulsionado em adjuvante  MPL-TDM (Ribi
Immunochemical Research. Hamilton, MT) e injectado nas
almofadas das patas traseiras do animal. 0s ratinhos
imunizados recebem depoils um reforg¢o 10 a 12 dias mais tarde
com imunogénio adicional emulsionado no adjuvante
seleccionado. Depois, durante varias semanas, o0s ratinhos
podem receber reforgos com injec¢des de imunizagdo adicionais.
Podem-se obter amostras de soro periodicamente a partir dos
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ratinhos por sangria retro-orbital para avaliacdo em ensaios
ELISA para detectar anticorpos de PROZ245.

Ap6s ter sido detectado um titulo de anticorpos adequadc,
os animais "positivos" em anticorpos podem ser injectados com
uma injecgdo intravenosa final de PR0245. Trés a quatro dias
mais tarde, sacrificam-se os ratinhos e colhem-se as células
de bago. As células de bago sdo depois fundidas (utilizando
35% de polietilenoglicol) com uma linha de células de mieloma
de murino seleccionada, tal como P3X63AgU.l1, disponivel na
ATCC, N.° CRL 1597. As fusbes geram células de hibridoma que
podem ser depois plaqueadas em placas de cultura de tecidos de
96 pogos contendo meio HAT (hipoxantina, aminopterina e
timidina) para inibir a proliferac¢do de células ndo fundidas,
de hibridos de mieloma e de hibridos de célula de baco.

As células de hibridoma serdc rastreadas num ensaio ELISA
quanto a reactividade contra PR0245. A determinacdo de células
de hibridoma "positivas", segregando os anticorpos monoclonais
desejados contra PR0245, estd dentro das competéncias da
especialidade.

As células de hibridoma positivas podem ser 1njectadas
intraperitonealmente em ratinhos Balb/c singénicos para
produzir ascites contendo o0s anticorpos monoclonais anti-
PR0O245. Alternativamente, as células de hibridoma podem ser
cultivadas em baldes de cultura de tecidos ou frascos
rotativos. A purificacdo dos anticorpos monoclonais produzidos
nas ascites pode ser realizada utilizando precipitacgao por
sulfatc de amdénio, seguida por cromatografia de exclusao em
gel. Alternativamente, pode-se utilizar cromatografia de
afinidade baseada na ligacdc de anticorpo a Proteina A ou a
Proteina G.

Depésito de material

Os materiais seguintes foram depositados na American Type
Culture Cocllection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
E.U.A. (ATCC):

Designacao N.° de depdésito ATCC Data do depdsito

DNA35638-1141 209265 16 de Setembro de 1997

Estes depdsitos foram realizados ao  abrigo das
disposicdes do Tratado de Budapeste sobre o Reconhecimento
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Internacional do Depdsito de Microrganismos para Efeitos do
Procedimento em Matéria de Patentes e regulamentacao
subjacente (TIratado de Budapeste). Isto assegura a manutenc¢ao
de uma cultura vidvel do depdsito durante 30 anos a partir da
data do depdsito. O depdsito serd disponibilizado pela ATCC
nos termos do Tratado de Budapeste, e por acordo entre a
Genentech, 1Inc. e a ATCC, o0 Jue assegura a permanente
disponibilidade ao publico, e sem restrigbes, da progénie da
cultura do depdsito, por concessdo da patente dos E.U.A.
pertinente, ou aquando da disponibilizac¢do ao publico de
qualquer pedido de patente dos E.U.A. ou estrangeiro, o que
ocorrer em primeiro lugar, e assegura a disponibilidade da
progénie a quem for determinado pelo Commissicner of Patents
and Trademarks dos E.U.A. que a ela tem direito de acordo com
a 35 USC 122 e com a regulamentag¢do do Commissioner subjacente
(incluindo 37 CFR § 1.14 com referéncia particular a 886 0OG
638).

O cessiondrio do presente pedido de patente concordou que
se uma cultura dos materiais no depdsito morrer ou se perder
ou destruir, quando cultivada sob condigbes adeguadas, 0s
materiails serdo prontamente substituidos apds ncotificagdo por
outros iguais. A disponibilidade do material depositado néao
deve ser entendida como uma licencga para praticar o inventc em
contravencao dos direitos concedidos pela autoridade de
qualquer governo, de acordo com a sua legislagcao sobre
patentes.

A descricdo escrita anterior € considerada suficiente
para permitir a um perito na especialidade praticar ¢ inventc.
O presente invento ndo deve estar limitado em &mbito pela
construcao depositada, wuma vez que a construcdo depositada
pretende ser uma simples i1lustragdo de certos aspectos do
invento, e construgdes que sdo funcionalmente equivalentes
podem estar no &mbito deste invento conforme definido nas
reivindicacgdes. O presente depdsito de material ndo constitui
uma admisséo de que a presente descricao escrita aqui contida
¢ inadequada para permitir a pratica de qualquer aspecto do
invento, incluindo o seu melhor modo, nem deve ser entendida
como limitante do ambito das reivindicagbes as i1lustracdes
especificas que representa. De facto, varias modificac@es,
para além das aqui apresentadas e descritas, tornar-se-ao
evidentes para os peritos na especialidade a partir da
descrigdo anterior e caem dentro do ambito das reivindicagdes
apensas.
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Listagem de Sequéncias

<110> Genentech, Inc.
Avi J.Ashkenazi
Sherman Fong
Audrey Goddard,
Austin L. Gurney
Mary A. Napier
Daniel Tumas,
William I. Wood

<120> COMPOSTOS, COMPOSICOES E METODOS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS
CARACTERIZADAS POR ANTIGENIOS RELACIONADOS COM A33

<130> P1216R1PCT
<141> 1998-11-20

<150> US 60/066,364
<151> 1997-11-21

<150> US 60/078,936
<151> 1998-03-20

<150> PCT/US98/19437
<151> 1998-09-17

<160> 30

<210> 1

<211> 299

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Gly Thr Lys Ala Gln Val Glu Arg Lys Leu Leu Cys Leu Phe
1 5 10 15

Ile Leu Ala Ile Leu Leu Cys Ser Leu Ala Leu Gly Ser Val Thr
20 25 30

Val His Ser Ser Glu Pro Glu Val Arg Ile Pro Glu Asn Asn Pro
35 40 45

Val Lys Leu Ser Cys Ala Tyr Ser Gly Phe Ser Ser Pro Arg Val
50 55 60

Glu Trp Lys Phe Asp Gln Gly RAsp Thr Thr Arg Leu Val Cys Tyr
65 70 15

Asn Asn Lys Ile Thr Ala Ser Tyr Glu Asp Arqg Val Thr Phe Leu
80 . 85 S0

Pro Thr Gly Ile Thr Phe Lys Ser Val Thr Arg Glu Asp Thr Gly
95 100 105

Thr Tyr Thr Cys Met Val Ser Glu Glu Gly Gly Asn Ser Tyr Gly
110 115 120

Glu val Lys Val Lys Leu Ile Val Leu Val Pro Pro Ser Lys Pro
12% 130 135
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Thr Val

Leu Thr

Trp Phe

Glu Leu

Ser Cys

Ala Val

Ala Ala

Gly Ile

Lys Gly

Arg Ser

<210> 2

990/PT

Asn

Cys

Lys

Phe

Val

Glu

Arg

Val

Trp

Thr

Glu

<211> 321
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

Met Gly Ile

1

Asp Thr Tyr

Gly Pro Trp

Leu Gln Gly

Gly Ser Asp

His Ile Gln

Lys Val Pro

Ile

Ser

Asp

Ser

Fhe

Ala

Met

Leu

Phe

Ser

Gly

Pro Ser
140

Glu Gln
155

Gly Ile
170

Asn Ser
185

Asp Pro
200

Arg Asn
215

Glu Ala
230

Val Thr
24S

Ala Tyr
260

Ser Lys
215

Glu Phe
290

sapiens

Leu

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

Leu Gly
5

Arg Pro’

20

Gly Asp
35

Thr Gln
S0

val Thr
65

Ala Lys
80

Asp Val
95

Ser Ala
Asp Gly
Val Met
Ser.Tyr
Leu Ser
Gly Tyr
Val Glu
Leu lle
Ser Arg

Lys Val

Lys Gln

Leu Leu

Ile Leu

Val Asn

Val Leu

Ile Phe

Tyr Gln

Ser Leu

Thr
Ser
Pro
val
Ala
G{y
Arg
Leu
Gly
Ile

Thr

Leu
Glu
Leu
Val
Leu
Gly

Gln

Ile
145

Pro
160

Thr
175

Leu
190

Ser
205

Thr

‘220

Asn
235

Leu
250

His
265

Tyr
280

Ser
295

Leu
10

val
25

Pro
40

Lys
55

Arg
70

Arg
85

Leu
100

Gly
Pro
Asn
Asn
Asp
Fro
val
Gly
Phe
Ser

Ser

Gly
Pro
Cys
Trp
Asp
Leu

Ser

Asn

Ser

Pro

Pro

Thr

Met

Gly

Ile

Asp

Gln

Phe

His

Glu

Thr

Leu

Ser

His

Thr

Arg

Glu

Lys

Thr

Gly

Thr

Val

Leu

Arg

Pro

Leu

Leu

Ser

Tyr

Val

Ser

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

Ile

val

Thr

Ser

Val
299

Thr

Val

Asp

Gln

Gly

Ser

Glu

Val
150

Thr
165

Thr
180

Gly
195

Tyr
210

Asn
225

Val
240

Phe
255

Lys
270

Ala
285

Val
15

Thr
30

Pro
45

Arg
60

Asp
5

His

Met
105
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Asp Asp

Asp Gly

Gln Lys

Tyr Gly

Gln Ala

Gln Thr

Leu Leu

Cys Thr

Val Lys

Thr Glu

Thr Val

Leu Gly

Ala Ile

Met Ala

Val Tyr

<210> 3

990/PT

Arg Ser
Asn Gln
Leu Ser
Phe Thr
Arg Gly
Asn Asn
Phe Lys
Ala Lys
Phe val
Ala Pro
Lys Gln
Glu Thr
Ile Leu
Tyr Ile

Glu Ala

<211> 390
<212> ADN
<213>» artificial

<220>

His
110

Val
125

Val
140

Val
155

Ser
170

Gln

Tyr

Val

Ser

Pro

Pro

Glu

185

Pro
200

Gly
215
Val
230

Thr
245

Ser
260

Ser
275

Ile
290

Met
305

Ala
320

Ala

Gln

Lys

Thr

Trp

Ala

Ile

Leu

Arg
321

Thr

Arg

Lys

Gln°

Pro

Pro

Val

Val

Asp

Met

Asp

Gly

Ser

Cys

Cys

Asp

Pro

Gly

Ile

Ile

Ile

Thr

Trp

Pro

Leu

Arg

<221> sequéncia artificial
<222> 1-390
<223> sequéncia artificial

<400> 3

Glu

Lys

Thr

Met

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Tyr

Thr

Gly

Cys

Lys

val
115

Ile
130

Val
145

Arg
160
Tyr
175

Val
190

Asp
205

Glu
220

Lys.

235

Pro
250

Thr
265

Lys
280

Cys
295

Thr
310

Thr

The

Thr

Ile

Ile

Ala

Ser

Gln

Leu

Leu

Asp

Ser

Met

Ser

Trp

Glu

Thr

Ser

Trp

Thr

Gly

His

Leu

Lys

Met

Leu

val

Gln

Gln
Leﬁ
Gly
Leu
Tyr
Leu
Ser
Ser
Lys
Ala
Asp
Pro
val

Gln

Thr

Arg

Ser

Gln

Lys

Ser

Tyr

Thr

Thr

Gly

Val

Phe

Glu

Pro
120

Val
135

Gly
150

b= )
[+ 20
(S0

Gln
180

Thr

195

Phe
210

Ile
225

Lys
240

Ser
255

Tyr
270

Phe
285

Thr
300
His
315

cttettgecca actggtatca ccttcaagtc cqgtgacacgg gaagacactg 50

ggacatacac ttgtatggtc tctgaggaag gcggcaacag ctatggggag 100

gtcaaggtca agctcatcgt gcttgtgect ccatccaage. ctacagttaa 150
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catccectec tctgccacca ttgggaaccyg ggcagtgctg acatgctcag 200
aacaagatgg tteccccacet tctgaataca cetggttcaa agatgggata 250
gtgatgceta cgaateccaa aageaceecgt gecttcagea actcttecta 300
tgtectgaat cccacaacag gagagetggt ctttgatccc ctgtcagect 350
ctgatactgg agaatacagc tgtgaggcac ggaatgggta 390

<210> 4

<211> 726

<212> RDN

<213> artificial

<220>

<221> sequéncia artificial

<222> 1-726

<223> sequéncia artificial

<400> 4
tctcagtccc ctcgetgtag tcgcggaget gtgttctgtt tcccaggagt 50
cctteggegg ctgttgtget caggtgegec tgatcgcgat ggggacaaag 100
gcgcaagete gagaggaaac tgttgtgect cttcatattg gegatcetgt 150
tgtgctccct ggcattggge agtgttacag ttgcactctt ctgaacctga 200
agtcagaatt cctgagaata atcctgtgaa gttgtcctgt gectactegg 250
gettttctte tcececegtgtg gagtggaagt ttgaccaagg agacaccacc 300
agactcgttt gctataataa caagatcaca gcttectatg aggaccgggt 350
gaccttcttg ccaactggta tcaccttcaa gtccgtgaca cgggaagaca 400
ctgggacata cacttgtatg gtctctgagg aaggcggcaa cagctatggg 450
gaggtcaagqg tcaagctcat cgtgcttgtg cctccateca agectacagt 500
taacatceccce tectctgeca ccattgggaa ccgggcagtg ctgacatget 550
cagaacaaga tggttocceca cctictgzat acacctggtt caaagatagg 600
atagtgatgc ctacgaatcc caaaagcacc cgtgecttca qcaactctéc 650
ctatgtcctg aatcccacaa caggagagct ggtctttgat cccctgtcag 700
cctctgatac tggagaatac agctgt 726

<210> 5

<211> 1503

<212> RDN

<213> artificial

<220>

<221> sequéncia artificial

<222> 1-1503

<223> sequéncia artificial
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<400> 5
gcaggcaaag

atgtatccct
acgtgtgaag
taagattact
tgacaactgg
agccttcaat
ataagcaaca
taccttacte
gcactgccaa
tttgtagtca
tacaaccatg
gggactggac
ccaggaaaga
ctgtatggtyg
cccaacaéga
aacgactctg
cagtgatgag
ccctgeatag
cgeceegectg

agggcaaaag

ataattgcect

ctetettect
gggagtcact
cagctgctgg
ctggtactee
ttggtcatca
aagacccgag
caggatcatt
tatttcacag

tctgactete

aaa 1503

<210> 6
<211> 319
<212> PRT
<213> Homo

taccagggcc
ccaattgaqgc
tcacctggea
gagctccgtg
cagcggttat
gccagggttce
gactaataac
ttcaagecetg
gggccaggtt
aagactcctc
acatacccct
cactgacatg
qcctgéctgt
gtttttacca
gcatgtctac
gagaaaccat
ccaacttccce
gacaggagta
ctggacacag
tgtctgttaa
agtcagtcct
ggatagcceea
ggctttgece

atttggctct

tctctaaata

tgcctacaga

gggaggctea

tctectttett
gccagggtte

tcctggtget

sapiens

gecctgeatgt
accctggaga
gactcctgat
tccagaaact
ggctt;acgg
ggggttctee
cagggaacce
cggtgatagc
ggctctgage
aaagctactc
tgaaagcaac
gatggctacc
ctttgecate
tggcctatat
gaagcagcca
gagggtggcec
agaatctggg
ccagatcate
ttecctetgga
aaatgcccca
tgcettectge
aagtgteege
tggaatttgc
gggcccttet
ccagagggaa
cactattcaa
gctctgecag
cagggccaga
agttctgctc

caataaatat

gagccacaag
tggatgaccg
ggcaaccaag
ctctgtctce
tgccccaggqg
tcccatcagt
atcaaagtag
cgactcaggc
agcacagcga
aagaccaaga
atctacagtg
ttggagagac
atcctcatea
catgctctgt
gggcacatge
atcttcgcaa
gcaacaacta
gecccagatea
ttatgagttt
ttaggccagg
atggccttct
ctaccaacae
cagatgcate
agtatctctg
gatgcccata
ctttggcatce
ctcagaggac
cagcttttaa
Ctccactata

ctaatcataa

gttccaggag
gagccactac
tcgtgagaga
aagcccacag
aatgaggatt
tatatttggt
caaccctaag
tectatttet
cattgtgaag
ctgaggcacc
aagcagtcct
cagtgctggg
tetecttgtg
cggaagacat
cagagaggcc
gtggctgecte
ctctgatgag
atggcaacta
ctggccactg
atctgetgac
tccctgetac
tggagceget
tcaagtaagce
ccgggggett
gcactaggac
ttgccaccaqg
cagctatatc
ttgaaattgt
agtctaatgt

cagcaaaaaa

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900

950
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<400> 6
Met Val Gly Lys

1
Arg Val Thr Val
Leu Arg Ala Ser
His Thr Ser Thr
Leu Leu Leu Thr
Asn Lys Asn Tyr
Ile Ser Asn Asn
Gln Leu Thr Met
Leu Met Ser Asp
Leu Val Léu Val
Glu Thr Ilé Ile
Glu Gly Ser Pro
Leu Asn Gln Glu
Val Ser Leu Lys
Cys Thr Ser Ser
Val Ala Val Arg

Ile Ala Val Gly

Ile Tyr Cys Cys

Lys Glu Asp Ala
Glu Gln Leu Arg
Tyr Arg Gln Glu

His Leu Asp Gln
318

<210> 7
<211> 2181

Met
5

Asp
20

Gln

35

Ser
50

Ile
Ala
95

Ala
110

Leu
125

Pro
140

Gly
1535

Thr
170

Gln
185

Asn
200

Asn
215

Ser
230

Val
245

Cys

260

Trp

Ala

Gly

Ser

Thr

His

Glu

Asp

Glu

Pro

Asn

Pro

Pro

Ile

Glu

Pro

Val

Cys

Pro. Val

Ile

Lys

Arg

Glu

Gly

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu

Ser

Ala

Arg

Sex

Ser

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

Asn

Lys

Ile

Tyr

Ala

Thr

Gly

Met

Ala

Gly

Leu

val

val

Gly

val

Leu

Asp

Thr

Thr

Pro

Gln

Ser

Gln

Asp

Thr

Asn

Leu

Lys

Trp
10

Glu
25

Thr
40

Leu
55

val

A4

Tyr
85

Ala
100

Tyr
115

Lys
130

Glu
145

Leu
160

Trp
175

Pro
190

Thr
205

Gln
220

val
235

Ile
250

Asp

265

Arg Pro Asn Arg Glu Ala

275

Glu Leu Ser Arg Glu Arg Glu Glu Glu Asp
290

Glu Gln Arg Ser Thr Gly Arg Glu Ser Pro
305

280

295

310

Thr Leu

Thr Pro

Leu Pro

Ile Gln

Ile Txp

Lys Asn

Ser Ile

Glu Cys

Ser Arg

Cys Gly

Thr Cys

Lys Arg

Ala Ser

Ser Gly

Phe Cys

Ala Leu

Ile Ile

Asp Asn

Tyr Glu Glu Pro

Cys

Gln

Cys

Trp

Pro

Arg

Thr

Ser

Val

Ile

Gln

Tyx

Gly

Tyr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Ala

Asp

Thr

Asp

Phe

Val

Ile

Val

Arg

Glu

Ser

Asn

Gln

Tyr

Ile

vVal

Ile

Glu

Val
15

Val
30

Tyr
45

Ser
Asp
105

Ser
120

Leu
135

Gly
150

Lys
165

Ile
180

Pro
195

Ile
210

Thx
225

Gly
240

Ile
255

Asp

270

Pro
285

Asp
300

Asp
315
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

cccacgegte
ccaccagaag
gaagtagctce
gcacctaaca
gtgtaacagg
cceetgeaag
ctcagacect
agcaggcaaa
gatgtatccc
cacgtgtgaa
ataagattac
gtgacaactg
tagccttcaa
ataagcaaca
accttactet
cactgccaag
ttgtggtcaa
acaaccatga
ggactggacc
caggaaagag

tgtatggtag

cgcccacgceg
tttgagecctc
tggctgtgat
gtggacactt
accttggaaa
gctacaccea
gtcaccatct
dgtaccagggc
tccaattgag
gtcacctgge
tgageteegt
gcagcggtta
tgccaggctc
gactaataac
tcaagcetge
ggccaggttg
agactcctca.
cataccectt
actgacatgg
cctgectgte

tttttaccat

tecegeccacg
tttggtagca
ggggatctta
atggcegtec
ggggatgtga
agtcttggtg
ttctacgtga
cgcectgeaty
caccctggag
agactcctga
gtccagaaac
tggcttcacg
ggggttctcc
caggaaccca
ggtgatagcce
gctctgagca
aagctactca
gaaagcaaca
atggctacct
tttgcecatcea

ggcctatate

ggtccgceeea
ggaggctaga
ctgggcctgg
catcctggaa
atcttcectg
aagtggctgg
ctettetgga
tgagccacaa
atggatgacc
tggcaaccaa
tctetgtete
gtgccccagg
tcccatcagt
tcaaagtagc
gactcaggct
gcacagcgac
agaccaagac
tctacagtga
tggagagacc
tecteateat

atgctetgtce

cgcgtceggg
agadaaggaca
tactcctggg
gtgccagaga
cacctatgac
tacaacgtgg
gaccatatcc
ggttccagga
ggagccacta
gtegtgagag
caagcccaca
gaatgaggat
tatatttggt
aaccctaagt
cctatttctg
attgtgaagt
tgaggcacct
agcagtcctg
agtgctggge
ctecttgtge

ggaagacatc

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000

1050
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ccaacaagag
céatttttga
tggaggaégg
agggtcagga
tttggeecte
ccagaatccc
gcagaagggt
ggtgggctct
agaaaccatg
caacttccca
caggagtacc
ggacacagtt
tctgttaaaa
tcagtcettg
atagcccaaa
ctttgeecty
ttggctcetgg
tctaaatacce
cctacagaca
aggctcaget
ctttcttcag
agggttcagt

tggtgctcaa

<210> 8
<211>
<212>
<213>

ADN

<400> 8

cccagaagtt caagggecce ¢ggcctcectg
tcgacctect cagagcagcc ggctgccgcee
agcegecace gectectect getgetgetg

gggctatcat aaggectatg ggttttctge

catgtctacg
cceegteect
ggggtgtggc
catagctgce
tgaacacaaa
tgggtggtag
gggaaaccag
tgggccatag
agggtggccea
gaatctgggc
agatcatcge

cctctggatt

atgccceatt

ccttectgeat
gtgtcegeet
gaatttgcca
gcccttctag
agagggaaga
ctattcaact
ctgeccagcte
ggccagacag
tctgetecte

taaatatcta

1295

Homo sapiens

aagcagccag
geectcaatt
acagacccaa
ttccetetet
ggataattta
gatcctgata
gaccacagcc
ggcacatgcec
tcttcgcagg
aacaactact
ccagatcaat
atgagtttct
aggccaggat
ggecttcttc
accaacactg
gatgcatctc
tatctctgee
tgcecatage
ttggcatctt
agaggaccag
cttttaattg
cactataagt

atcataacag

gtaagaaagt
ttgattactg
tcétaaggcc
caggcacctt
gatccatctg
attaattggc
ccaagtcect
agagaggcca
tggctgctce
ctgatgagcc
ggcaactacqg
géccactgag
ctgctgacat
cctgctacct
gagcegetgg
aagtaagcca

gggggcttct

actaggactt
gccaccagaa
ctatatecag
aaattgttat
ctaatgttct

c 2181

ctctectett
gcaggaaatg
ggaggcette
ctgaggttgt
ccttetgett
aagaattgag
tcttatgggt
acgactctgg
agtgatgagc
ctgcatagga
ccegectget
ggcaaaagtg
aattgcctag
ctcttccégg
gagtcactgg
gctgctggat
ggtactcctc
ggtcatcatg
gacccgaggg
gatcatttet
ttcacaggcce

gactctctec

1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600

1650

1700

1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100

2150

cgetectgee gecgggacee 50

ccgggaagat ggcgaggagg 100

cgctacctgg tggtcgccct 150

cccaaaagac caacaagtag 200
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tcaéagcagt
aagactgttt
ctttgtctac
agatgataga
gggaaatatc
ggaagaggat
catgtgaagt
tgtcaagaca
tggcatcecgt
getcatacace
tccaaactgg
atatcgcagg
gtggcatcat
ggccttggtg
ctcettecag
atgtgcagtg
ggeggatcac
accccatctce
ctgcaéttcc
cggaggttge
cagagcaaga
ggtttttacc
<210> 9
<211> 312

<212> PRT
<213> Homo

<400> 9

Met Ala Arg
1

Tyr Leu Val

Ala Pro Lys

Ala Ile Leu

agagtaccaa
cctccagatt
tatcaacaga
tttcaatate
gttgtgaagt
acagtcacte
acectettet
aagaagggaa
ttgctagaaa
aatgaataca
acactggaga
tgtcectggga
agcagcegta
tatgctatge
aagagtaatt
gctéacgcct
gaggtcagga
tactaaaata
agctécttgg
agtgagctga
ttccatctca

tgtagaattc

sapiens

Arg Ser Arg His Arg Leu Leu

5

Val Ala Leu Gly Tyr His Lys

20

Asp Gln Gln Val Val Thr Ala

35

Ala Cys Lys Thr Pro Lys Lys

50

gaggctattt
agagtggaag
ctcttcaagg
cggatcaaaa
tagtgcceca
tggaaétatt
gctctgagtg
tccagetect
atcccagact
aaaactggaa
atattecctgt
aacgaatgca
gtagttgtgg
tcagaggaaa
cttcatctaa
gtaatcccag
gttctagacce
caaaaattag
gagacaggag
gatcacgcca
aaaaataaaa

ttacaataaa

tagcctgcaa
aaactgqggtc
tgattttaaa
atgtgacaag
tctgagceaag
agtggctcca
gaactgtggt
gaatacacat
tggctccca;
ctctgeaatt
gaagcccgca
agtagatgat
ccttagtgat
ggctactttt
agccacgaca
cactttggaa
agtctggeca
ctgggcatgg
aatcacttga
ctgcagteca
taaataaata

tatagcttga

10

25

40

55

aaccccaaag
ggagtqtctc
aatcgagctg
aagtgatgceg
gccaaaaccet
gcagttccat
agagctacga
ggtttaagga
agcaccaaca
taatactgtt
attetgttgg
ctcaacataa
ttcegtttgt
Caaaagaaac
atgagtgaaa
ggcegeggeg
atatggtgaa
tggcatgtéc
acccgggagg

gcctgggtaa

‘aataaatact

tattc 1295

Leu Leu Leu Leu
Ala Tyr Gly Phe
Val Glu Tyr Gln

Thr Val Ser Ser

250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200

1250

Arg
15

Ser
30

Glu
45

Arg
60
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Leu
Gln
Asp
Lys
Leu
Val
Val
Tyr
Leu
Thr
Glu
Pro
Ile

Leu
Thr

Ser

Lys

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

<400>

Glu Trp
Gln Thr
Phe Asn
Tyr Arg
Glu Glu
Pro Ser
Glu Leu
Thr Trp
Gly Ser
Gly Thr
Tyr Ser
Gly Lys
Ala Ala
Gly Val
Ser Phe
Glu Asn

Ala Ala

10
300
PRT

Lys

Leu

Ile

Cys

Asp

Cys

Arg

FPhe

Gln

Leu

Cys

Arg

val

Cys

Gln

Vval

Ala

Lys
65

Gln
80

Arg
95

Glu
110

Thr
125

Glu
140

Cys
155

Lys
170

Ser
185

Gln
200

Glu
215

Met
230

val
245

Tyr
260

Lys
275

L0

Gln
290

Gly
305

Mus musculus

10

Leu

Gly

Ile

Val

Val

Val

Gln

Asp

Thr

Phe

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

Trp

Gly

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

Prxo

Asp

Gly

Asn

Asn

Arg

val

val

Gln

Asn

Leu

Ser

Arg

Phe

Asn

Rla

Leu

Ser

Lys

Ile

Ser

Thr

Asn

Asp

Ala

Arg

Ser

Thr

Arg

Ser

Lys

val

Pro

Glu

Ser

Glu

Arg

Ser

Val

Ser

Asp

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

Val
70

Asn
B85

Thrx
100

Ser
115

Val
130

Ala
145

Gly
160
Leu
175

Tyr
130

Ser
205

Val
220

Leu
235

Val
250

Gly
265

Ser
280

Val
295

Gln
310

Ser

Arg

Arg

Glu

Leu

Leu

Asn

Leu

Thr

Lys

Gly

Asn

Ile

Tyr

Lys

Ile

Glu

Phe

Ala

Ser

Gln

Val

Ser

Pro

Glu

Met

Leu

Tyr

Ile

Ser

Phe

Ala

Pro

Phe
312

Val

Glu

Asp

Gly

Ala

Gly

Ala

Asn

Asn

Asp

Arg

Ser

Val

Ser

Thr

Ala

Tyr

Met

Ala

Gln

Pro

Thr

Pro

Pro

Thr

Thr

Arg

Gly

Cys

Lys

Thr

Leu

Tyr
15

Ile

90

Gly
105

Asn
120

Ala
135

Val
150

Glu
165

Arg
180

Lys
185

Gly
210

Cys
223

Ile
240

Gly
255

Glu
270

Met
285

Trp
300

Met Gly Thr Glu Gly Lys Ala Gly Arg Lys Leu Leu Phe Leu Phe

1

5

10

15
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Thr Ser Met Ile Leu Gly Ser Leu Val Gln Gly Lys Gly Ser Val
' 20 25 30

Tyr Thr Ala Gln Ser Asp Val Gln Val Pro Glu Asn Glu Ser Ile
35 40 45

Lys Leu Thr Cys Thr Tyr Ser Gly Phe Ser Ser Pro Arg Val Glu
50 55 60

Trp Lys Phe Val Gln Gly Ser. Thr Thr Rla Leu Val Cys Tyr Asn

Ser Gln Ile Thr Ala Pro Tyr Ala Asp Arg Val Thr Phe Ser Ser

80 85 90

Ser Gly Ile Thr Phe Ser Ser Val Thr Arg Lys Asp Asn Gly Glu
95 100 . 105

Tyr Thr Cys Met Val Ser Glu Glu Gly Gly Gln Asn Tyr Gly Glu
110 115 120

val Ser Ile His Leu Thr Val Leu Val Pro Pro Ser Lys Pro Thr
125 130 135

Ile Ser Val Pro Ser Ser Val Thr Ile Gly Asn Arg Ala Val Leu
h 140 145 ) 150
Thr Cys Ser Glu His Asp Gly Ser Pro Pro Ser Glu Tyr Ser Trp
155 160 165

Phe Lys Asp Gly Ile Ser Met Leu Thr Ala Asp Ala Lys Lys Thr
170 175 180

Arg Ala Phe Met Asn Ser Ser Phe Thr Ile Asp Pro Lys Ser Gly
190 195

Asp Leu Ile Phe Asp Pro Val Thr Ala Phe Asp Ser Gly Glu Tyr
200 205 210

Tyr Cys Gln Ala Gln Asn Gly Tyr Gly Thr Ala Met Arg Ser Glu
215 220 225

Rla Ala His Met Asp Ala Val Glu Leu Asn Val Gly Gly Ile Val
230 235 240

Ala Ala Val Leu Val Thr Leu Ile Leu Leu Gly Leu Leu Ile Phe
245 250 255

Gly Val Trp Phe Rla Tyr Ser Arg Gly Tyr Phe Glu Thr Thr Lys
260 265 270

Lys Gly Thr Ala Pro Gly Lys Lys Val Ile Tyr Ser Gln Pro Ser
275 280 285

Thr Arg Ser Glu Gly Glu Phe Lys Gln Thr Ser Ser Phe Leu Val
290 295 300

<210> 11

<211> 2181

<212> RDN

<213> Homo sapiens
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<400> 11
cccacgegte

ccaccdgaag
gaagtagete
gcacctaaca
gtgtaacagg
cccctgcaag
ctcagaccct
agcaggcaaa
gatgtatcce
cacgtgtgaa
ataagattac
gtgacaactg
tagccettcaa
ataagcaaca
accttactct
cactgccaag
ttgtggtcaa
acaaccatga
ggactggacc
caggaaagag
tgtatggtgg
ccaacaagag
ccatttttga
fggagqaagg
agggtcagga
tttggcecte
ccagaatccece
gcagaagggt
ggtgggctet

égaaaccatq

cgcccacgeg
tttgagcctc
tggctgtgat
gtggacactt
accttggaaa
gctacaccca
gtcaccatct
gtaccagggc
tccaattgag
gtcacctgge
tgagctcegt
gc§gcggtta
tgccaggcetce
gactaataac
tcaagcctgce
ggccaggttg
agactcctca
catacccctt
actgacatgg
cctgectgte
tttttaccat
catgtctacg
cceegteect
ggggtgtggc

catagctgcc

tgaacacaaa

tgggtygtag
gggaaaccag

tgggccatag

agggtggcca

tcegeecacg
tttggtagca
ggggatctta
atggccgtce
ggggakgtga
agtcttggtyg
ttctacgtga
cgectgeatg
caccetgqgag
agactcctga
gtccagaaac
tggcttcacg
ggggttctce
caggaaccea
ggtgatagcc
gctetgagea
aagctactca
gaaagcaaca
atggctacct
tttgecatca
ggcctatate
aagcagccag
gccetcaatt
acagacccaa
ttcectctet
ggataattta
gatccetgata
gaccacagcec
ggcacatgec

tcttegeaag

ggtccgeeca
ggaggctgga
ctgggcctge
catcctggaa
atcttccetg
aagtggctgg
ctcttctgga
tgagccacaa
atggatgacc
tggcaaccaa
tctctgtcte
gtgccccaqgg
tccecatcagt
tcaaagtagc
gactcaggct
gcacagcgac
agaécaagac
tctacagtga
tggagagacc
tcctecatecat
atgctctgtce
gtaagaaagt
ttgattactg
tcctaaggee
caggcacctt
gatccatctg
attaattgge
ccaagtccecet
agagaggcca

tggctgctec

cgcgtccggg‘
agaaaggaca
tactcctgqgg
gtgccagaga
cacctatgac
tacaacdtgg
gaccatatcce
ggttccagga
ggagccacta
gtcgtgagag
éaagcccaca
gaatgaggat
tatatttggt
aaccctaagt
cctatttctg
attgtgaagt
tgaggcacct
agcagtccfg
agtgctggge
cteocttgtge
ggaagacatc
ctctectett
écaggaaatg
ggaggcctte
ctgaggttgt
cettetgett
aagaattgag
tcttatgggt
acgactetgg

agtgatgagc

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
609
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450

1500
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caacttccca gaatctggge aacaactact ctgatgagec ctgcatagga 1550
caggagtace agatcétcgc ccagatcaat ggcaéctacg cccgectget 1600
ggacacagtt cctctggatt atgagtttct ggccactgag Qgcaaaagtg 1650
tctgttaaaa atgccccatt aggccaggat ctgetgacat aattgectag 1700
tcagtoettg cetictgeat ggecticttc cctgctacct cteitectgg 1750
atagcccaaa gtgtccgect accaacactg gagecgctgg gagtcactgg 1800
ctttgecetg g;atttqcca gatgcatctc aagtaageca getgetggat 1850
ttggctctgg geccttetag tatctctgee gggggettet ggtactecte 19500
tctaaatacc agagggaaga tgcccatage actaégactt ggtcatcatg 1950
cctacagaca ctattcaact ttggecatctt gecaccagaa gaccbqaggg 2000
aggctcagect ctgeccagetc agaggaccag ctatatccag gatcatttet 2050
ctttcttcag ggccagacag cttttaattg aaattgttat ttcacaggee 2100
agggttcagt tetgctecte cactétaagt ctaatgttct gactctetec 2150

tggtgctcaa taaatatcta atcataacag ¢ 2181

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-24

<223> sequéncia artificial

<400> 12
tcgeggaget gtgttetgtt tece 24

<210> 13

<211> 50

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-50

<223> sequéncia artificial

<400> 13
tgatcgegat ggggacaaag gegcaagete gagaggaaac tgttgtgect 50

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> sequéncia artificial
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<220>
<221>
222>
<223>

<400>

sequéncia artificial
1-20
sequéncia artificial

14

acacctggtt caaagatggg 20

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

<220>
<221>
222>
223>

<400>

15

24

ADN

sequéncia artificial

sequéncia artificial
1-24
sequéncia artificial

15

taggaagagt tgctgaaggc acgg 24

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

16

20

ADN

sequéncia artificial

sequéncia artificial
1-20
sequéncia artificial

16

ttgccttact caggtgctac 20

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

17

20

ADN

sequéncia artificial

sequéncia artificial
1-20
sequéncia artificial

17

actcagcagt ggtaggaaag 20

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

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

18

24

ADN

sequéncia artificial

sequéncia artificial
1-24
sequéncia artificial

18

tatccctcca attgagcace ctgg 24
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<210> 19

<211> 21

<212> RDN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-21

<223> sequéncia artificial

<400> 19

gtcggaagac atcccaacaa g 21

<210> 20

<211> 24

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-24

<223> sequéncia artificial

<400> 20
cttcacaatg tcgctgtget gctc 24

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
222> 1-24

<223> sequéncia artificial

<400> 21
agccaaatcc agcagetgge ttac 24

<210> 22

<211> 50

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-50

<223> sequéncia artificial

<400> 22
tggatgaccg gagccactac acgtgtgaag tcacctggeca gactcctgat 50

<210> 23

<211> 260

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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116
<400> 23
Leu Ala Leu Gly Ser Val Thr Val His Ser Ser Glu Pro Glu Val
1 5 10 15
Arg Ile Pro Glu Asn Asn Pro Val Lys Leu.Ser Cys Ala Tyr Ser
20 25 30
Gly Phe Ser Ser Pro Arg Val Glu Trp Lys Phe Asp Gln Gly Asp
35 40 45
Thr Thr Arg Leu Val Cys Tyr Asn Asn Lys Ile Thr Ala Ser Tyr
50 55 60
Glu Asp Arg Val Thr Phe Leu Pro Thr Gly Ile Thr Phe Lys Ser
65 70 75
val Thr Arg Glu Asp Thr Gly Thr Tyr Thr Cys Met Val Ser Glu
80 85 90
Glu Gly Gly Asn Ser Tyr Gly Glu Val Lys Val Lys Leu Ile Val
95 100 105
Lev Val Pro Pro Ser Lys Pro Thr Val Asn Ile Pro Ser Ser Ala
110 115 120
Thr Ile Gly Asn Arg Ala Val Leu Thr Cys Ser Glu Gln Asp Gly
125 130 135
_Ser Pro Pro Ser Glu Tyr Thr Trp Phe Lys Asp Gly Ile Val Met
140 145 150
Pro Thr Asn Pro Lys Ser Thr Arg Ala Phe Ser Asn Ser Ser Tyr
155 160 165
Val Leu Asn Pro Thr Thr Gly Glu Leu Val Phe Asp Pro Leu Ser
170 175 180
Ala Ser Asp Thr Gly Glu Tyr Ser Cys Glu Ala Arg Asn Gly Tyr
185 130 1385
Gly Thr Pro Met Thr Ser Asn Ala Val Arg Met Glu Ala Val Glu
. 200 205 210
Arg Asn Val Gly Val Ile Val Ala Ala Val Leu Val Thr Leu Ile
215 220 225
Leu Leu Gly Ile Leu Val Phe Gly Ile Trp Phe Ala Tyr Ser Arg
230 235 240
Gly His Phe Asp Arg Thr Lys Lys Gly Thr Ser Ser Lys Lys Val
245 250 255
Ile Tyr Ser Gln Pro
. 260
<210> 24
<211> 270
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<499>

24

val Arg Val Thr Val Asp Ala Ile Ser Val

1

S

10

Val Leu Arg Ala Ser Gln Gly Lys Ser Val

20

25

Glu Thr Pro Gln Asp

15

Thr Leu Pro Cys Thr

30
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Tyr His Thr

Lys Leu Leu

Ser Asn Lys

Ser lle Ser

Asp Gln Leu

Ser Leu Met

Leu Leu Val

Gly Glu Thr

Lys Glu Gly

Ile Leu Asn

Pro val Ser

Ile Cys Thr

Thr Val Ala

Gly Ile Ala

Ile Ile Tyrx

Asp Lys Glu

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

<QQO>

25
263
PRT
Homo

25

Ser
Lep
Asri
Asn
Thr
Ser
Leu
Ile
Ser
Gln
Leu
Ser
Val
Val
Cys

Asp

Thr
35

Thr
50

Tyr
65

Asn
80

Met
95

Asp
110

Val
125

Ile
140

Pro
155

Glu
170

Lys
185

Ser
200

Arg
215

Gly
230

Cys
245

Ala
260

Sex

His

Ile

Ala

Ala

Leu

Pro

Gly

Thr

Gln

Asn

Asn

Ser

val

Cys

Arg

sapiens

Ser Arg

Thr Glu

His Gly

Glu- Gln

Asp Asn

Glu Gly

Pro Ser

Asn Asn

Pro Gln

Pro Leu

Ile Ser

Glu Glu

Pro Ser

Val Ala

Cys Arg

Pro Asn

Glu

Arg

Glu

Ser

Gly

Asn

Lys

Ile

Tyr

Ala

Thr

Gly

Met

Ala

Gly

Arg

Gly
40

Val
55

Leu
70

Asp
85

Thr
100

Thr
115

Pro
130

Gln
145

Ser
160

Gln
175

Asp
190

Thr
205

Asn
220

Leu
235

Lys
250

Glu
265

Leu C;; Ser Leu Ala Leu Gly Ser Val Thr

1

5

10

Pro Glu Val Arg Ile Pro Glu Asn Asn Pro

20

25

Leu Ile Gln Trp
Val Ile Trp Pro
Tyr Lys Asn Axg
Ala Ser Ile Thr
Tyr Glu Cys Ser
Lys Ser Arg Val
Glu Cys Gly Ile
Leu Thr Cys Gln
Trp Lys Arg Tyr
Pro Ala Ser Gly
Thr Ser Gly Tyr
Gln Phe Cys Asn
val Ala Leu Tyr
Ile Ile Ile Gly
Asp Asp Asn Thr

Ala Tyr Glu Glu

Asp
45

Phe
60

Val
75

Ile
20

val
105

Arg
120

Glu
135

Ser
150

Asn
165

Gln
180

Tyr
185

Ile
210

val
225

Ile
240

Glu
255

Pro
270

Val His Ser Ser Glu

15

Val Lys Leu Ser Cys

30

Ala Tyr Ser Gly Phe Ser Ser Pro Arg Val Glu Trp Lys Phe Asp
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Gln

Ala

Phe

Val

Leu

Ser

Gln

Ile

Ser

Pro

" Asn

Ala

Thr

Tyr

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>»

Gly

Ser

Lys

Ser

Ile

Sex

Asp

val

Ser

Leu

Gly

Val

Leu

Ser

Lys

26

990/PT

Asp

Tyr

Ser

Glu

val

Ala

Gly

Met

Tyr

Ser

Tyr

Glu

Ile

Arg

Val

273
PRT
Homo

35

Thr Thr
) 50

Glu Asp
65

Vval Thr
80

Glu Gly
95

Leu Val
110

Thr Ile
125

Ser Pro
140

Pro Thr
155

Val Leu
170

Ala Ser
185

Gly Thr
200

Arg Asn
215
Leu Leu

Gly His

Ile Ty
%

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro

Gly’

Pro

Asn

Asn

Asp

Pro

val

Gly

Phe

Ser

sapiens

Leu
val
Qlu
Asn
Pro
Asn
Ser
Pro
Pro
Th;
Met
Gly
Ile
Asp

Gln

val

Thr

Asp

Ser

Ser

Arg

Glu

Lys

Thr

Gly

Thr

Val

Leu

Arg

N g
oy H
(Vs

Cys

Phe

Thr

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Ser

Thr

Glu

Ser

Ile

val

Thr

40
Tyr
55

Leu
70

Gly
85

Gly
100

Pro
115

Val
130

Thr
145

Thr
160

Gly
175

Tyr
190

Asn
205

Val
220

Phe

235

Lys
250

Asn

Pro

Thr

Glu

Thr

Leu

Trp

Arg

Glu

Ser

Ala

Ala

Gly

Lys

Asn

Thr

Tyr

Val

Val

Thr

Phe

Ala

Leu

Cys

Val

Ala

Ile

Gly

Lys

Gly

Thr

Lys

Asn

Cys

Lys

Phe

val

Glu

Arg

Val

Trp

Thr

Ilg
Ile
Cys
Val
Ile
Ser
Asp
Ser
Phe
Ala
Met
Leu
Phe

Ser

45

Thr

Thr
75

‘Met

90

Lys
105

Pro
120

Glu
135

Gly
150

Asn
165

Asp
180

Arg
195

Glu
210

Val
225

Ala
240

Ser
255
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<400> 26

Leu Cys Ala

1

Pro Gln Asp

Pro Cys Thr

Gln Trp

Trp Pro

Asn Arg

Ile Thr

Cys Serx

Arg Val

Gly Ile

Cys Gln

Arg Tyr

Ser Gly

Gly Tyr

Cys Asn

Leu Tyr

Ile Gly

Asn Thr

Glu Glu

<210> 27
<211> 41

Asp

Phe

val

Ile

Val

Arg

Glu

Ser

Asn

Gln

Tyr

Ile

val

Ile

Glu

Pro
273

3

<212> ADN
<213> sequéncia artificial

<220>

val

val

Tyr

Lys

Ser

Ser

Asp

Ser

Leu

Gly

Lys

Ile

Pro

Ile

Thr

Gly

Ile

Asp

Arg

Leu
20

His
35
Leu
Asn
65

Ile
80

Gln
95

Leu
110

Leu
125

Glu
140

Glu
155

Len
170

val
185

Cys
200

val
215

Ile
230

Ile
245

Lys
260

val

Arg

Thr

Leu

Lys

Ser

Leu

Met

Val

Thr

Gly

Asn

Ser

Thr

Ala

Ala

Tyr

Glu

Thr

Ala

Ser

Leu

Asn

Asn

Thr

Serxr

Leu

Ile

Ser

Gln

Leu

Ser

val

Val

Cys

Asp

Val

Ser

Thr

Thr

Tyr

Asn

Met

Asp

Val

Ile

Pro

Glu

Lys

Ser

Arg

Gly

Cys

Ala

<221> sequéncia artificial
<222> 1-413
<223> sequéncia artificial

Asp

Gln

Ser

His

Ile

Ala

Ala

Leu

Pro

Gly

Thr

Gln

Asn

Asn

Ser

Val

Cys

Arg

Ala
10

Gly
25

Ser
40

Thr
55

His
70

Glu
85

Asp
100

Glu
115

Pro
130

Asn
145

Pro
160

Pro
175

Ile
190

Glu

Ile

Lys

Arg

Glu

Gly

Gln

Asn

Gly

Ser

Asn

Gln

Leu

Ser

Glu

205

Pro
220

val
235

Cys
250

Pro
265

Ser

Ala

Arg

Asn

Ser

Ser

Glu

Arg

Glu

Ser

Gly

Asn

Lys

Ile

Tyr

Ala

Thr

Gly

Met

Ala

Gly

Arg

Val

Val

Gly

Val

Leu

Asp

Thr

Thr

Pro

Gln

Ser

Gln

Asp

Thr

Asn

Leu

Lys

Glu

Glu

Thr

Leu

Val

Tyr

Ala

Tyr

Lys

Glu

Leu

Trp

Pro

Thr

Gln

val

Ile

Asp

Ala

Thr
15

Leu
30

Ile

Ile
60

Lys
15

Ser
90

Glu
105

Ser
120

.Cys

135

Thr
150

Lys
165

Ala
180

Ser
195

Phe
210

Ala
225

Ile
240

Asp
255

Tyr
270
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<400> 27
ctcgagecge tegageegtg cggggaaata tegttgtgaa gttagtgeee 50

catctgagca aggccaaaac ctggaagagg atacagtcac tctggaagta 100
ttagtggctc‘cagcagttcc atcatgtgaa gtaccctétt ctgctctgag 150
tggaactgtg gtagagctac gatgtcaaga caaagaaggg aatccagete 200
ctgaatacac atggtttaag gatggcatcc gtttgctaga aaatcccaga 250
cttggctcce aaagceaccaa cagctcatae acaatgaata caaaaactgg 300
aactctgcaa tttaatactg tttccaaact ggacactgga gaatattcct 350
gtgaagcceg caattctgtt ggatatcgca ggtgtcctgg ggaaacgaat 400

gcaagtagat gat 413

<210> 28

<211> 22

<212> RDN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
222> 1-22

<223> sequéncia artificial

<400> 28
ategttgtga agttagtgee ce 22

<210> 29

<211> 23

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-23

<223> sequéncia artificial

<400> 29
acctgcgata tccaacagaa ttg 23

<210> 30

<211> 48

<212> ADN

<213> sequéncia artificial

<220>

<221> sequéncia artificial
<222> 1-48

<223> sequéncia artificial

<400> 30
ggaagaggat acagtcactc tggaagtatt agtggctcca gcagttcc 48

Lisboa,
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1/2
REIVINDICACOES
1. Antagonista do polipéptido cuja sequéncia de

aminodcidos se mostra na Fig. 3 (SEQ ID NO:9), para utilizacéo
num método de tratamento médico, onde o antagonista é:

um anticorpo contra o referido polipéptido, gue, parcial ou
totalmente, Dbloqueia, inibe ou neutraliza a actividade do
referido polipéptido de estimulagcdo da proliferagdo de
linfécitos T estimulados e/ou a actividade do referido
polipéptido de estimulacdo de infiltrados de células
inflamatérias na pele de porquinho-da-india; ou

uma molécula anti-sentido, de ribozima ou em hélice tripla
dirigida contra a sequéncia de &cido nucleico que se mostra
na Fig. 2 (SEQ ID NO:8).

2. Antagonista de acordo com a reivindicac¢ao 1, gque é um
anticorpo.

3. Antagonista de acordo com a reivindicacao 2, que é um
anticorpc monoclonal.

4. Antagonista de acordo com a reivindicagdo 3, dque
possul residucs da regidc determinante de complementaridade
(CDR) nao humana e que contém residuos da regiao estrutural
(FR, framework) humana.

5. Utilizacdo de um polipéptido na fabricacdo de um
medicamento para melhoria da resposta inflamatdria, onde o
polipéptido:

(1) compreende os aminodcidos 1 a 312 da Figura 3 (SEQ ID
NO:9), ou uma sua forma truncada ou segregada de
ocorréncia natural, uma sua forma variante de ocorréncia
natural ou uma sua variante alélica de ocorréncia natural;
ou

(ii) tem pelo menos 80% de identidade de sequéncia de
aminodcidos com a sequéncia de aminocacidos da Figura 3
(SEQ ID NO:9), com ou sem a sua metionina de iniciacao,
onde a referida identidade de sequéncia ¢ determinada ao
longo de todo o comprimento da referida seguéncia;

e onde o polipéptido estimula a proliferacgdo de linfécitos T
estimulados e/ou estimula infiltrados de células inflamatérias
na pele de porguinho-da-india.
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6. Utilizacao de acordo com a reivindicacdo 5, onde ©
nivel de identidade é de pelo menos 85%.

7. Utilizacao de acordo com a reivindicagdo 5, onde o
nivel de identidade é de pelo menos 90%.

8. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 5, onde ©
nivel de identidade é de pelo menos 95%.

9. Utilizacdao de acordo com qualquer uma das
reivindicacées 5 a 8, onde o medicamento é para o tratamento

de doenca infecciosa ou imunodeficiéncia.

Lisboa,
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SEQIDNO8
CCCAGAAGTTCARGGGCCCCCEGCCTCCTGCGCTCCTGCCGCCGGGACCCTCGACCTCCT
CAGAGCAGCCGGCTGCCGCCCCGGGAAGATGGCGAGCAGGAGCCGCCACCGCCTCCTCCT
GCTGCTGCTGCGCTACCTGGTGGTCGCCCTGGGCTATCATAAGGCCTATGGGTTTTCTGC
CCCARARGACCAACARGTAGTCACAGCAGTAGAGTACCARGAGGCTATTTTAGCCTGCAA
ARCCCCAAAGAAGACTGTTTCCTCCAGATTAGAGTGGARGARACTGGGTCGGAGTGTCTC
CTTTGTCTACTATCARCAGACTCTTCAAGGTGATTTTARARATCGAGCTGAGATGATAGA
T TTCARTATCCGGATCAARAATGTGRCAAGRAGTGATGCGGGGARRTATCGTTGTGARGT
TAGTGCCCCATCTGAGCAAGGCCARRACCTGGARGAGGATACAGTCACTCTGGAAGTATT
AGTGGCTCCAGCAGTTCCATCATGTGAAGTACCCTCTTCTGCTCTGAGTGGARCTGTGGT
AGAGCTACGATGTCAAGACAAAGAAGGGAATCCAGCTCCTGAATACACATCGTTTAAGGA
TGGCATCCGTTTGCTAGARARTCCCAGACTTGGCTCCCARAGCACCAACAGCTCATACAC
AATGARTACARAARCTGGARCTCTGCAATTTAATACTGTTTCCARACTGGACACTGGAGA
ATATTCCTGTGAAGCCCGCAATTCTG TTGGATATCGCAGGTGTCCTGGGAARCGARTG CA
AGTAGATGATCTCARCATAAGTGGCATCATAGCAGCCGTAGTAGTTGTGGCCTTAGTGAT
TTCCGTTTGTGGCCTTGGTGTATGCTA_TGCTCAGAGGAMGGCTACTTTTCAMAGAAAC
CTCCTTCCAG AAGAGTAATTCTTCATCTAAAGCCACGACARTGAGTGARARTGTGCAGTG
GCTCACGOCTGTARTCCCAGCACT TTGGAAGGCCGCGGCGGGCGGATCACGAGGTCAGGHA
GTTCTAGACCAGTCTGGCCARTATGGTGAARCCCCATCTCTACTAARATACAARRATTAG
CTGGGCATGGTGGCATGTGCCTGCAGTTCCAGCTGCTTGGGAGACAGGAGARTCACTTGA
ACCCGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGRTCACGCCACTGCAGTCCAGCCTGGGTAR
CAGAGCARGATTCCATCTCARRARATAAAATARATARATAARTARATACTGGTTTTTACC
TGTAGAATTCTTACAATAAATATAGCTTGATATTC

FIG._Z

SEQID NO:9

MARRSRERLLLLLLRYLVVALGYHKAYGFSAPKDQQUVTAVEYQEATLACKTPKKTVSSR
LEWKKLGRSVSEVYYQQTLQGDFKNRAEMIDFNIR IKNVTRSDAGKYRCEVSAPSEQGQN
LEEDTVTLEVLVAPAVPSCEVPSSALSGTVVELRCQDKEGNPAPEYTHFKDGIRLLENPR
LGSQSTNS SYTMNTKTGTLOFNTVSKLDTGEYSCEARNSVGYRRCPGKRMQVDDLNISGI
TAAVVVVALVISVCGLGVCYAQRKGYFSKETSFQKSNSSSKATTMSENVQWLTPVIPALW

KAARGGSRGQEF

FIG._3.
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