Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2065)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21y Pl0610975-6 A2

(22) Data de Depdosito: 26/04/2006
(43) Data da Publicacao: 03/08/2010

* BRPIOG® 1097 5A2 %

(51) Int.CL.:
CO07K 16/18
C12N 5/20
GO1N 33/574
GO1N 33/68
GO1N 33/577
CO7K 14/47
CO07K 16/40

(54) Titulo: ANTICORPOS MONOCLONAIS E
METODOS PARA SEU USO NA DETECGCAO DE
DOENCA CERVICAL

(30) Prioridade Unionista: 27/04/2005 US 60/675.305,
16/09/2005 US 60/718.082, 16/09/2005 US 60/718.082, 27/04/2005
US 60/675.305

(73) Titular(es): Tripath Imaging, Inc.

(72) Inventor(es): Adriann J. Taylor, Douglas P. Malinowski,
Timothy J. Fischer

(74) Procurador(es): Orlando de Souza

(86) Pedido Internacional: PCT US2006015706 de 26/04/2006

(87) Publicacdo Internacional: WO 2006/116442de 02/11/2006

(57) Resumo: sao fornecidos métodos e composicbes para o
diagnostico de doenga cervical de alto grau em uma amostra de
paciente. As composigdes incluem novos anticorpos monoclonais e
variantes e fragmentos desses, que se ligam especificamente a
MCM2. Anticorpos monoclonais que tém as caracteristicas de ligacéo
de um anticorpo de MCM2 da invengdo também séao fornecidos. Sao
também aqui reveladas linhas de células de hibridoma que produzem
um anticorpo monoclonal de MCM2 da invengdo. As composigdes tém
uso na pratica dos métodos para diagnéstico de doenga cervical de
alto grau que compreendem a detecgéo de superexpressao de MCM2
em uma amoslLra cervical de um paciente. Kits para a pratica dos
métodos da invengao sdo também fornecidos. Os polipeptideos que
compreendem a sequéncia de aminoacidos para um epitopo de MCM2
e métodos de uso desses polipeptideos na producéo de anticorpos
também sao englobados pela presente invengéao.
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ANTICORPOS MONOCLONAIS E METODOS PARA SEU USO NA DETECCKO
DE DOENGA CERVICAL

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo relaciona-se a anticorpos capazes de se
ligar a MCM2 e métodos de wuso desses anticorpos,
particularmente no diagndéstico de doenga cervical.

FUNDAMENTO DA INVENGAO

O carcinoma cervical uterino & a segunda neoplasia
mais comum em mulheres, respondendo por aproximadamente 12%
de todos os clnceres femininos e causando aproximadamente
250.000 mortes por ano. Baldwin e cols. (2003) Nature
Reviews Cancer 3: 1—10.'Em varios paises em desenvolvimento
em que os programas de rastreamento em massa ndo sao
disponiveis, o problema clinico & mais sério. O cancer
cervical nesses paises & a causa namero um de mortes por
cédncer em mulheres.

A maioria dos casos de cédncer cervical representa
carcinoma escamoso celular, embora adenocarcinoma também
seja visto. O céncer cervical pode ser evitado por exame da
populagdo, uma vez que ele se desenvolve através de
estagios intraepiteliais ndo invasivos, bem definidos, que
podem ser morfologicamente distintos. Williams e cols.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 14.932-14.937. Embora
nio se entenda como as células normais se tornam
transformadas, o conceito de um espectro continuo de
mudanca histopatdlogica de epitélio normal, estratificado
através de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) para
cdncer invasivo, tem sido aceito por anos. O precursor para
o cancer cervical é a displasia, também conhecida na

técnica como CIN ou lesdes intraepiteliais escamosas (SIL).
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As anormalidades intraepiteliais escamosas podem ser
classificadas pelo uso do sistema de trés fileiras (CIN) ou
de duas fileiras (Bethesda). Sob o sistema de Bethesda,
lesdes intraepiteliais escamosas (LSIL) de baixo grau, que
correspondem a infecgdo por CINI e HPV, geralmente
representam infecgdo de HPV produtiva com um risco
relativamente baixo de progressdo para doenga invasiva.
Lesdes intraepiteliais escamosas (HSIL) de alto grau, que
correspondem a CINII e CINIII no sistema de trés fileiras,
mostram um maior risco de progressdo para céncer cervical
gque LSIL, embora tanto LSIL quanto HSIL sejam vistas como
precursores potenciais de malignidade. Amostras do paciente
também podem ser classificadas como ASCUS (células
escamosas atipicas de significdncia desconhecida) ou AGUS
(células glandulares atipicas de significancia
desconhecida) sob esse sistema.

Foi estabelecida uma forte associagdo de céancer
cervical e infeccdo por tipos de alto risco de virus do
papiloma humano (HPV), como tipos 16, 18 e 31. De fato, um
grande corpo de evidéncia epidemiolbgica e biolégica
molecular estabeleceu a infecgdo por HPV como um fator
causador no cancer cervical. Além disso, HPV €& encontrado
em 85% ou mais dos casos de doenga cervical de alto grau.
No entanto, infecgdo por HPV & muito comum, ocorrendo
possivelmente em 5-15% das mulheres com idade de 30, mas
poucas mulheres HPV-positivas desenvolverdo doenga cervical
de alto grau ou céncer. A presenga de HPV isoladamente é
indicativa apenas de infecgdo, ndo de doenga cervical de
alto grau, e, portanto, o teste para infecg¢do por HPV

isoladamente resulta em varios falso positivos. Veja, por
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exemplo, Wright e cols. (2004) Obstet. Gynecol. 103: 304-
309.

A literatura atual sugere que o HPV infecta as
células-tronco basais no tecido subjacente da cérvix
uterina. A diferenciagdo das células—trdnco em
queratindécitos maduros, com a resultante migragdo das
células para o epitélio cervical estratificado, esta
associada & replicagdo viral de HPV e a re-infecgdao das
células. Durante esse processo de replicagdo viral, ocorrem
inGmeras mudancas celulares gque incluem desregulagdo do
ciclo celular, proliferagdo ativa, replicagao de DNA,
ativacdo transcricional e instabilidade gendmica (Crum
(2000) Modern Pathology 13: 243-251; Middleton e cols.
(2003) J. Virol. 77: 10.186-10.201; Pett e cols. (2004)
Cancer Res. 64: 1.359-1.368).

A maioria das infecgdes por HPV & transitdria em

‘natureza, com a infecg¢do viral solucionando por si mesma em

um periodo de 12 meses. Para aqueles individuos que
desenvolvem infeccdes persistentes com um ou mais subtipos
oncogénicos de HPV, hd um risco para o desenvolvimento de
neoplasia em comparagdo com pacientes sem uma infecgdo por
HPV. Dada a importdncia do HPV no desenvolvimento de
neoplasia cervical, a detecgdo clinica de HPV tem se
tornado  uma ferramenta diagndéstica importante na
identificacdo de pacientes em risco de desenvolver
neoplasia cervical. A utilidade clinica de rastreamento
baseado em HPV para doenga cervical esta em seu valor
preditivo negativo. Um resultado negativo para HPV em
combina¢3o com uma histéria de Papanicolau normal €& um

excelente indicador de uma condigdo livre de doenga e de um
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baixo risco de desenvolvimento de neoplasia cervical
durantes os 1-3 anos subseqientes. No entanto, um resultado
positivo para HPV ndo é diagndéstico de doenca cervical; ao
contridrio, é uma indicagdo de infecgdo. Embora a maioria
das infecgdes por HPV seja transitéria e suma
espontaneamente em um periodo de 12 meses, uma infecgédo
persistente com um subtipo viral de HPV de alto risco
indica um alto risco para o desenvolvimento de neoplasia
cervical. Para suplementar o teste de HPV, a identificagao
de marcadores moleculares associados a neoplasia cervical
deve melhorar a especificidade clinica para o diagnéstico
de doeng¢a cervical.

O exame citoldégico de esfregagos cervicais corados por

‘Papanicolau atualmente é o método de escolha para a

deteccdo de cancer cervical. O teste de Papanicolau € um

método subjetivo que permaneceu substancialmente né&o

modificado por 60 anos. No entanto, ha varias preocupagodes

em relacdo a seu desempenho. A sensibilidade relatada de um
teste tGnico de Papanicolau (a proporgdo de positivos para
doengca que é teste-positivo) €& Dbaixa e mostra ampla
variacdo (30-87%). A especificidade de um Gnico teste de
Papanicolau (a proporgdo de negativos para doenga que é
teste-negativo) deve ser tdo baixa quanto 86% em uma
populacdo examinada e consideravelmente mais baixa na
populagdo ASCUS PLUS para a determinagdo de doenga de alto
grau subjacente. Veja Baldwin e «cols., supra. Uma
percentagem significativa de Papanicolau caracterizada como
LSIL ou CINI é realmente positiva para lesdes de alto grau.
Além disso, até 10% dos exames de Papanicolau sao

classificados como ASCUS (células escamosas atipicas de
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significdncia indeterminada), ou seja, ndo é possivel fazer
uma categorizagdo clara como lesdo normal, moderada ou
severa, ou tumor. No entanto, a experiéncia mostra que até
10% dessa populagdo ASCUS tem lesdes de alto grau, que sao
conseqlientemente desconsideradas. Veja, por exemplo, Manos
e cols. (1999) JAMA 281: 1.605-1.610. Portanto,
biomarcadores moleculares que sejam superexpressos
seletivamente em doenca cervical de alto grau e composigdes
para a detecgdo desses biomarcadores sdo necessarios para
métodos praticos confiaveis para o diagnéstico de doenga
cervical de alto grau.

As proteinas de manutengdo de minicromossomo (MCM) tém

uma participagdo essencial na replicagao de DNA

.eucariético. As proteinas de manutengdo de minicromossomo

(MCM) funcionam nos estdgios iniciais da replicagdo do DNA

através da carga do complexo pré-replicagdo em DNA e

-funcionando como uma helicase para ajudar a desenrolar o

DNA duplo durante a sintese de novo da fita de DNA
duplicata. Cada um das proteinas MCM tem motivos de ATPase
dependentes de DNA em seu dominio central altamente
conservado. Os niveis de proteinas MCM geralmente aumentam
de forma variavel a medida que células normais progridem da
fase GO0 para a fase Gl1/S do ciclo celular. Na fase GO,
proteinas MCM2 e MCM5 sdo bem menos abundantes do que as
proteinas MCM7 e MCM3. MCMé forma um complexo com MCM2,
MCM4 e MCM7, que se liga & histona H3. Além disso, o
subcomplexo de MCM4, MCMé e MCM7 possul atividade de
helicase, que & mediada pela atividade de ligacdo a ATP de
MCM6 e pela atividade de ligagdo ao DNA de MCM4. Veja, por

exemplo, Freeman e cols. (1999) Clin. Cancer Res. 5: 2.121-
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2.132; Lei e cols. (2001) J. Cell Sci. 114: 1.447-1.454;
Ishimi e cols. (2003) Eur. J. Biochem. 270: 1.089-1.101,
todos aqui incorporados por referéncia em sua totalidade.
Publica¢des anteriores demonstraram que as proteinas
MCM e, em particular, MCM-5, sdo teis para a detecgdo de
doenca cervical (Williams e cols. (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 95:' 14.932-14.937), além de outros canceres
(Freeman e cols. (1999) Clin. Cancer Res. 5: 2.121-2.132).
A literatura publicada indica que anticorpos para MCM-5 s&o
capazes de detectar células neoplédsicas cervicais. A
especificidade para detecgdo de doenga cervical de alto
grau ndo foi demonstrada para MCM-5 (Williams e cols.

(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95: 14.932-14.937). A

~

deteccdo da expressdo de MCM-5 ndo se restringe a doenga

cervical de alto grau, mas também é detectada na displasia

de baixo grau identificada e em células proliferativas que

reingressam no ciclo celular apés infecgdo com HPV de alto

risco. Além de MCM-5, outros membros da familia MCM, que
inclui MCM-2 e MCM-7, demonstraram ser marcadores
potencialmente Gteis para a detecgdo de neoplasia cervical
em amostras de tecido (Freeman e cols. (1999) Clin. Cancer
Res. 5: 2.121-2.132; Brake e cols. (2003) Cancer Res. 63:
8.173-8.180). Resultados recentes demonstraram que MCM-7
parece ser um marcador especifico para a detecg¢do de doenga
cervical de alto grau com o uso de formatos de imunoquimica
(Brake e cols. (2003) Cancer Res. 63: 8.173-8.180;
Malinowski e cols. (2004) Acta Cytol. 43: 696).

Portanto, hd na técnica a necessidade de anticorpos
gue sejam capazes de detectar a expressdo de um biomarcador

que seja superexpresso seletivamente na doenga cervical de
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alto grau. Tais anticorpos poderiam ser usados nos métodos
para a diferenciagdo entre doengca de alto grau e condigdes
que ndo sdo consideradas doenga clinica, por exemplo,
infeccdo por HPV em estdgio inicial e displasia leve.

SUMARIO DA INVENCAO

sdo fornecidos composigdes e métodos para O
diagnéstico de doenga cervical de alto grau. Composigdes
incluem anticorpos monoclonais capazes de se ligar as
proteinas biomarcadoras nucleares da invencgéao,
particularmente proteinas MCM, mais particularmente MCM2.
Fragmentos de ligagdo de antigeno e variantes desses
anticorpos monoclonais, linhagens celulares de hibridomas
capazes de produzir esses anticorpos e kits que compreendem
os anticorpos monoclonais da invengdo também sao aqui
englobados.

As composicdes da invengdo sdo utilizadas em métodos
para o diagnbéstico de doenga cervical de alto grau. Os
métodos compreendem a detecgdo da superexpressdo de pelo
menos um biomarcador nuclear, em que a superexpressdo do
biomarcador nuclear & indicativa de doenga cervical de alto
grau. Especificamente, os métodos compreendem o uso dos
anticorpos da invencdo para detectar a superexpressdo de
MCM2 em uma amostra cervical.

As composi¢des da invengdo ainda incluem polipeptideos
isolados que compreendem um epitopo capaz de se ligar a um
anticorpo monoclonal de MCM2. Esses polipeptideos podem ser
usados em métodos para a produgdo de anticorpos de MCM2.
Também sdo fornecidas moléculas de &cido nucléico isolado
que codificam seqiiéncias de aminodcidos dos epitopos de

MCM2.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Sao fornecidos composigdes e métodos para ©
diagnéstico de doenga cervical de alto grau. As composigdes
incluem anticorpos monoclonais que sdo capazes de se ligar
4s proteinas biomarcadoras nucleares que s30 superexpressas
seletivamente na doenc¢a cervical de alto grau,
particularmente proteinas MCM, mais particularmente, MCM2.
Também sio reveladas linhagens celulares de hibridomas que
produzem os anticorpos monoclonais da presente invengao.
S3o ainda fornecidos kits que compreendem os anticorpos
monoclonais aqui descritos. As presentes composigdes podem
ser usadas em métodos para o diagndéstico de doenga cervical
de alto grau em um paciente.

As composigdes da invengao incluem anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente a MCM2, ou a uma

variante ou um fragmento desta. Em particular, sé&o

fornecidos os anticorpos de MCM2 designados 27C5.6 e

'26H6.19. As linhagens celulares de hibridomas que produzem

anticorpos monoclonais de MCM2 27C5.6 e 26H6.19 foram
depositadas com um Depositdrio de Patente da “American Type
Culture Collection” (ATCC), Manassas, Virginia, 20110-2209
em 14 de abril de 2005, e foram atribuidos os Depdsitos de
Patente N°° PTA-6668 e PTA-6667, respectivamente. Esses
depbésitos serdo mantidos sob os termos do Tratado de
Budapeste sobre o Reconhecimento Internacional do Depdsito
de Microorganismos para as Finalidades de Procedimento de
Patente. Esses depdsitos foram feitos simplesmente como
conveniéncia para aqueles habilitados na técnica e ndo
constituem uma admissdo de que seja necessdrio um depdsito

sob 35 U.S.C. § 112.
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Anticorpos que possuem as caracteristicas de 1ligagdo
dos anticorpos monoclonais 27C5.6 e 26H6.19 também sdo aqui
revelados. Tais anticorpos incluem, sem limitagéao,
anticorpos que competem em ensaios de ligagdo competitiva
com esses anticorpos, além de anticorpos que se ligam a um
epitopo capaz de se ligar ao anticorpo monoclonal 27C5.6 ou
26H6.19. Também sio fornecidos variantes e fragmentos de
anticorpos monoclonais 27C5.6 e 26H6.19 que retém a
capacidade de se ligar especificamente a MCM2. As
composi¢des ainda incluem linhagens celulares de hibridomas
que produzem os anticorpos monoclonais da presente invengao
e kits que compreendem pelo menos um anticorpo monoclonal
aqui revelado.

“Anticorpos” e “imunoglobulinas” (Igs) sao
glicoproteinas que possuem as mesmas caracteristicas

estruturais. Embora os anticorpos exibam especificidade de

ligagdo para um antigeno, imunoglobulinas incluem tanto

anticorpos quanto outras moléculas semelhantes a anticorpo
desprovidas de especificidade de antigeno. Polipeptideos
desse 1dltimo tipo sdo, por exemplo, produzidos em niveis
baixos pelo sistema linfatico e em niveis elevados por
mielomas.

Os termos “anticorpo” e “anticorpos” englobam de forma
ampla formas de ocorréncia natural de anticorpos €
anticorpos recombinantes, tais como anticorpos de cadeia
Gnica, anticorpos quiméricos e humanizados, e anticorpos
multiespecificos, além de fragmentos e derivados de todos
os citados anteriormente, cujos fragmentos e derivados
tenham pelo menos um sitio de ligagdo antigénica. Derivados

de anticorpos podem compreender uma proteina ou uma porgao
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quimica conjugada ao anticorpo. O termo “anticorpo” & usado
em seu sentido mais amplo e cobre anticorpos totalmente
montados, fragmentos de anticorpo que podem se ligar a um
antigeno (por exemplo, Fab’, F’(ab)z, Fv, anticorpos de
cadeia nica, diacorpos) e peptideos recombinantes que
compreendem os citados anteriormente. Como aqui wusado,
vanticorpo de MCM2” refere-se a qualquer anticorpo que se
ligue especificamente a MCM2 (Id. de Seq. N°: 1), ou a um
variante ou fragmento  deste, e inclui  anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, anticorpos de cadeia
Gnica e fragmentos destes que retenham a funcdo de ligagéao
de antigeno do'anticorpo parente.

Os anticorpos de MCM2 da invengdo sédo otimamente
anticorpos monoclonais. O termo “anticorpo monoclonal” como
aqui usado refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma
populagdo de anticorpos substancialmente homogéneos, ou

seja, os anticorpos individuais que compreendem a populagdo

sdo idénticos, exceto quanto a possiveis mutagdes de

ocorréncia natural que podem estar presentes em quantidades
menores.

“Anticorpos nativos” e ‘“imunoglobulinas nativas” sé&o
normalmente glicoproteinas heterotetraméricas de cerca de
150.000 daltons, compostas de duas cadeias leves (L)
idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia
leve é 1ligada a wuma cadeia pesada por uma ligagado
dissulfeto covalente, enquanto o namero de 1ligagdes
dissulfeto varia entre as cadeias pesadas de isdtipos de
imunoglobulinas diferentes. Cada cadeia pesada e leve
também possui pontes dissulfeto intracadeia regularmente

espagadas. Cada cadeia pesada tem em uma extremidade um
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dominio variavel (VH), seguido por diversos dominios
constantes. Cada cadeia leve tem um dominio variavel em uma
extremidade (V,) e um dominio constante na sua outra
extremidade; o dominio constante da cadeia leve é alinhado
com um primeiro dominio constante da cadeia pesada, e O
dominio variavel da cadeia leve & alinhado com um dominio
variavel da cadeia pesada. Acredita-se que residuos de
aminodcidos especificos formem uma interface entre os
dominios varidveis da cadeia leve e pesada.

O termo “variavel” refere-se ao fato de que certas
porcdes dos dominios variaveis diferem intensamente em
termos de seqiiéncias entre anticorpos, e de que elas sao

usadas na ligagdo e especificidade de cada anticorpo em

particular por seu antigeno em particular. No entanto, a

variabilidade n3o é igualmente distribuida pelos dominios
varidveis de anticorpos. Ela estd concentrada em trés
segmentos denominados regides determinantes de
complementaridade (CDRs) ou regides hipervaridveis nos
dominios variaveis tanto da cadeia leve quanto da cadeia
pesada. As porgdes mais altamente conservadas de dominios
variaveis sdo denominadas regides framework (FR). Os
dominios varidveis de cadeias pesadas e leves nativas
compreende quatro regides FR, que adotam amplamente uma
configuragdo em lamina p, conectadas por trés CDRs, que
formam alcas que conectam, e em alguns casos formam, parte
da estrutura em 1lamina p. As CDRs em cada cadeia sdo
mantidas intimamente juntas pelas regides FR e, com as CDRs
da outra cadeia, contribuem para a formagdo do sitio de
ligacdo de antigeno de anticorpos (veja Kabat e cols., NIH

Publ. N° 91-3.242, Vol. I, paginas 647-669 (1991)).
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Os dominios constantes nao estéao envolvidos
diretamente na ligag¢do de um anticorpo a um antigeno, mas
exibem varias fung¢des efetoras, por exemplo, participagao
do anticorpo na toxicidade celular dependente de anticorpo.

O termo ‘“regido hipervaridvel”, quando usado nesta
especificagdo, refere-se aos residuos de aminodcidos de um
anticorpo que sdo responsiveis pela ligacao de antigeno. A
regifio hipervaridvel compreende residuos de aminodcidos de
uma “regido determinante de complementaridade” ou “CDR” (ou
seja, residuos 24-34 (L1), 50-56 (L2) e 89-97 (L3) no
dominio variavel da cadeia leve, e 31-35 (H1), 50-65 (H2) e

95-102 (H3) no dominio variavel da cadeia pesada; Kabat e

.cols., “Sequences of Proteins of Immunological Interest”,

52 Ed. Public Health Service, “National Institute of

Health”, i 25 Bethesda, MD. [1991]) e/ou aqueles residuos

de uma “alca hipervaridvel” (ou seja, residuos 26-32 (L1),

50-52 (L2) e 91-96 (L3) no dominio variavel da cadeia leve
e 26-32 (H1), 53-55 (H2) e 96-101 (H3) no dominio variavel
da cadeia pesada; Clothia e Lesk, J. Mol. Biol., 196: 901 -
917 [1987]). Residuos “framework” ou “FR” sdo aqueles
residuos do dominio variavel diferentes dos residuos da
regido hipervaridvel como aqui considerados.

“Fragmentos de antiéorpos” compreendem uma porgdo de
um anticorpo intacto, preferivelmente a regido de 1ligagao
de antigeno ou varidvel do anticorpo intacto. Exemplos de
fragmentos de anticorpo incluem fragmentos Fab, Fab',
F(ab'), e Fv; diacorpos; anticorpos lineares (Zapata e
cols. (1995) Protein Eng. 8(10): 1.057-1.062); moléculas de
anticorpo de cadeia tUnica; e anticorpos multiespecificos

formados por fragmentos de anticorpo. A digestdo com
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papaina de anticorpos produz dois fragmentos de ligagdo de
antigeno idénticos, denominados fragmentos “Fab”, cada um
com um Gnico sitio de ligag¢do de antigeno, e um fragmento
wFc” residual, cujo nome reflete sua capacidade para
cristalizar rapidamente. O tratamento com pepsina gera um
fragmento F(ab'), -que tem dois sitios de combinagao de
antigenos que ainda €& capaz de entrecruzamento com
antigeno.

“Fy” & o fragmento de anticorpo minimo que contém um
sitio de reconhecimento e ligagdo de antigeno de completo.
Em uma espécie de Fv de duas cadeias, essa regido consiste
em um dimero de um dominio varidvel de cadeia pesada e um
de cadeia leve em estreita associagdo ndo covalente. Em uma
espécie de Fv de cadeia funica, um dominio variavel de
cadeia pesada e um de cadeia leve podem ser ligados de
forma covalente por um vinculador peptidico flexivel, de
tal forma que as cadeias leves e pesadas possam se associar
em uma estrutura “dimérica” andloga aquela em uma espécie
de Fv de duas cadeias. E nessa configuragdo que as trés
CDRs de cada dominio varidvel interagem para definir um
sitio de ligagdo de antigeno na superficie do dimero Vy-Vi.
Coletivamente, as seis CDRs conferem especificidade de
ligacdo de antigeno ao anticorpo. No entanto, até mesmo um
dominio variavel Gnico (ou metade de um Fv que compreende
apenas trés CDRs especificas para um antigeno) tem a
capacidade de reconhecer e se ligar a antigeno, embora com
menor afinidade do que o sitio de ligagdo inteiro.

O fragmento Fab também contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (C4l) da cadeia

pesada. Fragmentos Fab diferem de  fragmentos Fab' pela
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adicdo de poucos residuos no terminal carboxi do dominio
Cyl da cadeia pesada que inclui uma ou mais cisteinas da
regido de dobradiga do anticorpo. Fab'-SH é a designagao
aqui utilizada para Fab' em que o(s) residuo(s) de cisteina
dos dominios constantes abriga um grupo tiol livre.
Fragmentos de anticorpos F(ab'): originalmente foram
produzidos como pares de fragmentos Fab' que possuem
cisteinas como dobradiga entre eles.

Fragmentos dos anticorpos de MCM2 sdo englobados pela
invencdo, desde que retenham a afinidade desejada do
anticorpo de comprimento total. Dessa forma, por exemplo,
um fragmento de um anticorpo de MCM2 ira reter a capacidade
de se ligar ao antigeno MCM2. Tais fragmentos sao
caracterizados por propriedades similares aquelas do

anticorpo de comprimento total correspondente, ou seja, oOs

fragmentos irdo se 1ligar especificamente a MCM2. Tais

-fragmentos sdo aqui denominados fragmentos de “ligagdo de

antigeno” .

Fragmentos de ligagdo de antigeno adequados de um
anticorpo compreendem uma porgdo de um anticorpo de
comprimento total, geralmente a regido de 1ligagdo de
antigeno ou variavel deste. Exemplos de fragmentos de
anticorpo incluem, sem limitagdo, fragmentos Fab, F(ab'), e
Fv, e moléculas de anticorpo de cadeia tGnica. O termo “Fab”
significa um fragmento de ligagdo de antigeno monovalente
de uma imunoglobulina que é composto pela cadeia leve e
parte da cadeia pesada. F(ab'): significa um fragmento de
ligagdo de antigeno bivalente de uma imunoglobulina que
contém ambas as cadeias leves e parte de ambas as cadeias

pesadas. “Fv de cadeia Unica” ou fragmentos de anticorpo
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“gFv” significa fragmentos que compreendem OS dominios Vy e
Vv, de um anticorpo, estando esses dominios presentes em uma
Gnica cadeia polipeptidica. Veja, por exemplo, as Patentes
U.S. N° 4.946.778, 5.260.203, 5.455.030, e 5.856.456, aqui
incorporadas por referénéia. Geralmente, o polipeptideo Fv
ainda compreende um vinculador polipeptidico entre oOs
dominios Vg e V. que permite que o sFv forme a estrutura
desejada para a ligagdo de antigeno. Para uma revisdo sobre
sFv, consulte Pluckthun (1994) em “The Pharmacology of
monoclonal antibodies”, Vol. 113, ed. Rosenburg e Moore
(Springer-Verlag, Nova York), pp. 269-315.

Anticorpos ou fragmentos de anticorpos podem ser
isolados de bibliotecas de fago de anticorpos geradas com O
uso de técnicas descritas, por exemplo, em McCafferty e

cols. (1990) Nature 348: 552-554 (1990) e na Patente U.S.

N° 5.514.548. Clackson e cols. (1991) Nature 352: 624-628 e

Marks e cols. (1991) J; Mol. Biol. 222: 581-597 descrevem O

isolamento de anticorpos murideos e humanos,
respectivamente, com o uso de Dbibliotecas de fago.
Publicag¢des subseqlentes descrevem a produgdo de anticorpos
humanos de alta afinidade. (na faixa de nM) por
embaralhamento de cadeias (Marks e cols. (1992)
Bio/Technology 10: 779-783), bem como infec¢do combinatéria
e recombinacdo in vivo como estratégia para a construgdo de
bibliotecas de fago muito grandes (Waterhouse e cols.
(1993) Nucleic. Acids Res. 21: 2.265-2.266). Dessa forma,
essas técnicas sdo alternativas vidveis para as técnicas
tradicionais de hibridoma ‘de anticorpo monoclonal para o
isolamento de anticorpos monoclonais.

Foram desenvolvidas vAarias técnicas para a produgdo de
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fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, esses fragmentos
eram derivados por meio de digestdo proteolitica de
anticorpos intactos (veja, por exemplo, Morimoto e cols.
(1992) Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24:
107-117 (1992) e Brenn;n e cols. (1985) Science 229: 81).
No entanto, esses fragmentos agora podem ser produzidos
diretamente por células hospedeiras recombinantes. Por
exemplo, os fragmentos de anticorpos podem ser isolados a
partir de bibliotecas de fago de anticorpos discutidas
acima. Alternativamente, fragmentos Fab'-SH podem ser
recuperados diretamente de E. coli e acoplados quimicamente
para formar fragmentos F(ab'), (Carter e cols. (1992)

Bio/Technology 10: 163-167). De acordo com outra abordagem,

fragmentos F(ab’), podem ser isolados diretamente de

cultura de célula hospedeira recombinante. Outras técnicas

para a produgdo de fragmentos de anticorpo serdo evidentes

.para aqueles habilitados na técnica.

De preferéncia, os anticorpos da invengdo sdo de
natureza monoclonal. Como indicado acima, “anticorpo
monoclonal” significa um anticorpo obtido a partir de uma
populacdo de anticorpos substancialmente homogéneos, ou
seja, os anticorpos individuais que compreendem a populagdo
sio idénticos, exceto quanto a possiveis mutagdes de
ocorréncia natural que podem estar presentes em pequenas
quantidades. O termo ndo & limitado em termos de espécie ou
fonte do anticorpo. O termo engloba imunoglobulinas
inteiras, além de fragmentos tais como Fab, F(ab'),, Fv e
outros que retenham a fungdo de ligagdo de antigeno do
anticorpo. . Anticorpos monoclonais sdo altamente

especificos, sendo dirigidos contra um Gnico sitio
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antigénico, ou seja, um epitopo em particular dentro da
proteina MCM2, como aqui definido abaixo. Além disso, ao
contrario das preparagdes de anticorpos convencionais
(policlonais) que tipicamente incluem anticorpos diferentes
dirigidos contra determinantes (epitopos) diferentes, cada
anticorpo monoclonal é dirigido contra um Gnico
determinante no antigeno. O modificador “monoclonal” indica
o caradter do anticorpo como sendo obtido a partir de uma
populag¢do substancialmente homogénea de anticorpos, e ndo
deve ser considerado como que exige a produgdo do anticorpo
por um método especifico. Por exemplo, os anticorpos
monoclonais a serem usados de acordo com a presente
invencdo podem ser feitos pelo método de hibridoma descrito
inicialmente por Kohler e cols. (1975) Natufe 256: 495, ou
por métodos de DNA recombinante (veja, por exemplo, a

Patente U.S. N° 4.816.567). Os ‘“anticorpos monoclonais”

também podem ser isolados de bibliotecas de fago de

anticorpos com o uso das técnicas descritas, por exemplo,
em Clackson e cols. (1991) Nature 352: 624-628; Marks e
cols. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581-597; e na Patente U.S.
N° 5.514.548.

Anticorpos monoclonais podem ser preparados com a
utilizacdo do método de Kohler e cols. (1975) Nature 256:
495-496, ou uma modificagdo deste. Tipicamente, um
camundongo €& imunizado com uma solugdo contendo um
antigeno. A imunizagd3o pode ser realizada por mistura ou
emulsificacdo da solugdo contendo antigeno em SOro
fisioldégico, de preferéncia em um adjuvante como, por
exemplo, adjuvante completo de Freund, e injetando-se a

mistura ou emulsdo por via parenteral. Qualquer método de
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imunizacdo conhecido na técnica pode ser usado para se
obter os anticorpos monoclonais da invengédo. Apbs a
imunizacdo do animal, o bago (e, opcionalmente, véarios
linfonodos grandes) é removido e dissociado em células
Gnicas. As <células esplénicas podem ser rastreadas
aplicando-se uma suspensdo de células em uma placa ou pogo
revestido com o antigeno de interesse. As células B que
expressam imunoglobulina ligada a membrana especifica para
o antigeno (ou seja, células produtoras de anticorpo) se
ligam a4 placa e ndo sdo removidas por enxague. As células B
resultantes, ou todas as células esplénicas dissociadas,
sio entdo induzidas a se fundirem com células de mieloma
para formar hibridomas produtores de anticorpo monoclonal,
e s3o cultivadas em um meio seletivo. As células
resultantes s3o plaqueadas por diluigdo serial e sdo

testadas quanto & produgdo de anticorpos que se ligam

especificamente ao antigeno de interesse (e que ndo se

ligam a antigenos ndo relacionados). Os hibridomas que
secretam anticorpo monoclonal (mAb) selecionados sao entdo
cultivados in vitro (por exemplo, em garrafas de cultura de
tecido ou em reatores de fibra oca) ou in vivo (como ascite
em camundongos). Anticorpos monoclonais também podem ser
produzidos com o uso de tecnologia de Sitios de Imunizag¢des
Maltiplas Repetitivas (RIMMS) . Veja, por exemplo,
Kilpatrick e cols. (1997) Hybridoma 16(4): 381-389; Wring e
cols. (1999) J. Pharm. Biomed. Anal. 19(5): 695-707; e
Bynum e cols. (1999) Hybridoma 18(5): 407-411, todos aqui
incorporados por réferéncia em sua totalidade.

Como alternativa ao uso de hibridomas, o anticorpo

pode ser produzido em uma linhagem celular como, por
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exemplo, linhagem celular CHO, como revelado nas Patentes
U.S. N°® 5.545.403, 5.545.405 e 5.998.144, aqui
incorporadas por referéncia. Resumidamente, a linhagem
celular é transfectada com vetores capazes de expressar uma
cadeia leve e uma cadeia pesada, respectivamente. Com a
transfecgéo'de duas proteinas em vetores separados, podem
ser produzidos anticorpos quiméricos. Outra vantagem é a
glicosilagdo correta do anticorpo. Um anticorpo monoclonal
também pode ser identificado e isolado rastreando-se uma
biblioteca recombinante combinatéria de imunoglobulinas
(por exemplo, uma biblioteca de exibigdo de fago de

anticorpos) com uma proteina biomarcadora para, desse modo,

isolar os membros da biblioteca de imunoglobulinas que se

ligam a prdteina biomarcadora. Kits para a geragdao e
rastreamento de bibliotecas de exibigdo de fago sdo

disponiveis comercialmente (por exemplo, O “Pharmacia

/Recombinant Phage Antibody System”, N° de Catalogo 27-9400-

01; e o “Stratagene SurfZAPJ Phage Display Kit”, N° de
Catdlogo 240612). Adicionalmente, exemplos de métodos e
reagentes particularmenfé adequados para uso na geragao e
no rastreamento de biblioteca de exibigdo de anticorpos
podem ser encontrados, por exemplo, na Patente U.S. N°
5,223,409, Publicag¢des PCT N°® WO 92/18619, WO 91/17271, WO
92/20791, WO 92/15679, 93/01288, WO 92/01047, 92/09690, e
90/02809; Fuchs e cols. (1991) Bio/Technology 9: 1.370-
1.372; Hay e cols. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-
85; Huse e cols. (1989) Science 246: 1.275-1.281; Griffiths
e cols. (1993) EMBO J. 12: 725-734.

Em alguns aspectos da invengdo, anticorpos podem ser

selecionados com base na coloragdo desejavel de amostras
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citolégicas, e nd3o histolbégicas. Ou seja, em modalidades
especificas, os anticorpos s8o selecionados com O tipo de
amostra final (por exemplo, preparagdes de citologia) em
mente e para especificidade de 1ligagéo. Anticorpos
dirigidos a biomarcadores de interesse especificos, por
exemplo, MCM2, s&do selecionados e purificados por meio de
um processo de rastreamento em multietapas. Tais métodos
para selegdo de anticorpos sdo descritos no Pedido U.S.
pendente N° de Série 11/087.227, intitulado “Methods and
Compositions for the Detection of Cervical Disease”,
depositado em 23 de margo de 2005, que é aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade.

Também sdo fornecidos anticorpos gque possuem as
caracteristicas de 1ligacdo de um anticorpo monoclonal da
invencdo. “Caracteristicas de 1ligagao” ou “especificidade
de 1ligagao”, quando usado em relagdo a um anticorpo,
significa que o anticorpo reconhece o mesmo epitopo
antigénico ou um epitopo antigénico similar gque um
anticorpo de compéraqéo. Exemplos de tais anticorpos
incluem, por exemplo, um anticorpo gque compete com um
anticorpo monoclonal da invengdo em um ensaio de 1ligagdo
competitiva. Aqueles habilitados na técnica podem
determinar se um anticorpo interfere competitivamente com
outro anticorpo através de métodos-padrdo.

“Epitopo” significa a parte de uma molécula antigénica
para a qual um anticorpo é produzido e a qual o anticorpo
ird se ligar. Um “epitopo de MCM2” compreende a parte da
proteina MCM2 a gqual um anticorpo monoclonal de MCM2 se
liga. Epitopos podem compreender residuos de aminoacidos

lineares (ou seja, os residuos dentro do epitopo estéo
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dispostos seqiencialmente um depois do outro de forma

linear), residuos de aminodcidos ndo lineares (aqui
denominados ‘“epitopos ndo lineares”; esses epitopos nao
estao dispostos sequencialmente), ou residuos de
aminoacidos tanto lineares quanto nao lineares.

Tipicamente, epitopos sdo seqiéncias de aminodacidos curtas,
por exemplo, com comprimento de cerca de cinco aminoédcidos.
Metodologias sistemidticas para a identificagdo de epitopos
s3io conhecidas na técnica e sdo descritas, por exemplo, na
Patente U.S. N° 4.708.871 e nos exemplos apresentados
abaixo. Resumidamente, em um método, um conjunto de
oligopeptideos superpostos derivados do antigeno pode ser
sintetizado e ligado a um arranjo de fase sdlida de pinos,
com um Gnico oligopeptideo em cada pino. O arranjo de pinos
pode compreender uma placa de microtitulagdo de 96 pogos,
‘que permite testar todos os 96 oligopeptideos
‘simultaneamente, por exemplo, gquanto & ligagdo a um
anticorpo monoclonal especifico para O biomarcador.
Alternativamente, kits de biblioteca de peptideos de
exibicdo de fago (New England BioLabs) s&o atualmente
disponiveis comercialmente para mapeamento de epitopos. Com
a utilizacdo desses métodos, a afinidade de ligagdo para
todos os subconjuntos possiveis de aminodcidos consecutivos
pode ser determinada a fim de identificar o epitopo ao qual
certo anticorpo se liga. Epitopos também podem ser
identificados por dedugdd quando s&8o usadas sequéncias
peptidicas do comprimento do épitopo para a imunizagdo de
animais dos quais os anticorpos foram obtidos.

A invencdo também engloba polipeptideos isolados que

compreendem um epitopo para a ligagdo de um anticorpo
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monoclonal de MCM2. Esses polipeptideos correspondem a uma
porgdo do antigeno (ou sejé, MCM2) que se liga a um
anticorpo  monoclonal. Tais polipeptideos podem ser
utilizados em métodos para a produgdo de anticorpos que se
ligam seletivamente a MCM2. A capacidade de um polipeptideo
para ser usado na produgdo de anticorpos é aqui denominada
vatividade antigénica”. Por exemplo, as sequéncias de
aminodcidos apresentadas nos Ids. de Seq. N°%: 3, 4 e 14
(que correspondem aos residuos 369 a 382, 688 a 710 e 683 a
692, respectivamente, na seqiiéncia de aminodcidos de MCM2
apresentada no Id. de Seq. N°: 1) compreendem epitopos
reconhecidos por anticorpos monoclonais de MCM2, mais

particularmente, anticorpos monoclonais 27C5.6 e 26H6.19.

'Veja o Exemplo 4 para detalhes. Variantes e fragmentos das

seqUéncias do epitopo de MCM2 apresentadas nos Ids. de Seq.

‘N°S: 3, 4 e 14 que retém a atividade antigénica do

polipeptideo original também s&o fornecidos. A invengéao

ainda inclui moléculas de &acido nucléico isolado dque
codificam polipeptideos que compreendem epitopos de MCM2, e
variantes e fragmentos destas.

Os polipeptideos da invengdo que compreendem epitopos
de MCM2 podem ser usados nos métodos para a produgdo de
anticorpos mbnoclonais que se ligam especificamente a MCM2,
como aqui descritos acima. Tais polipeptideos também podem
ser usados na producdo de anticorpos policlonais de MCM2.
Por exemplo, anticorpos policlonais podem ser preparados
imunizando-se um individuo adequado (por exemplo, coelho,
cabra, camundongo ou outro mamifero) com um polipeptideo
que compreenda um epitopo de MCM2 (ou seja, um imundégeno) .

A titulacdo do anticorpo no individuo imunizado pode ser
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monitorada ao longo do tempo por técnicas-padrdo, por
exemplo, com um ensaio imunoabsorvente ligado & enzima
(ELISA) com o uso de proteina biomarcadora imobilizada. No
momento apropriado apds a imunizagdo, por exemplo, quando
as titulacdes de anticorpo sd3o as mais elevadas, células
produtoras de anticorpo do individuo podem ser obtidas e
usadas para a preparagdo de anticorpos monoclonais por
técnicas-padrdo, por exemplo, a técnica do hibridoma
descrita originalmente por Kohler e Milstein (1975) Nature
256: 495-497, a técnica de hibridoma de célula B humana
(Kozbor e cols. (1983) Immunol. Today 4:72), a técnica do
hibridoma de EBV (Cole e cols. (1985) em Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld e Sell (Alan R.
Liss, Inc., Nova York, NY), pp. 77-96) ou técnicas de

trioma. A tecnologia para a produgdo de hibridomas é bem

.conhecida (veja, geralmente, Coligan e cols., eds. (1994)
Current Protocols in Immunology (John Wiley & Sons, Inc.,

‘Nova York, NY); Galfre e cols. (1977) Nature 266: 55.052;

Kenneth (1980) em Monoclonal Antibodies: A New Dimension In
Biological Analyses (Plenum Publishing Corp., NY; e Lerner
(1981) Yale J. Biol. Med., 54: 387-402).

Variantes da sequéncia de aminodcidos de um anticorpo
monoclonal ou um polipeptideo que compreende um epitopo de
MCM2 aqui descrito também sdo englobadas pela presente
invencdo. Variantes podem ser preparadas por muta¢des na
seqiiéncia de DNA clonada gque codifica o anticorpo de
interesse. Métodos para mutagénese e alteragldes da
seqiiéncia de nucleotideos sdo bem conhecidos na técnica.
Veja, por exemplo, Walker e Gaastra, eds. (1983)

“Techniques in Molecular Biology” (MacMillan Publishing
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Company, Nova York); Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82: 488-492; Kunkel e cols. (1987) Methods Enzymol.
154: 367-382; Sambrook e cols. (1989) “Molecular Cloning: A
Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor, Nova York); Patente
U.S. N° 4.873.192; e as referéncias neles citadas; aqui
incorporados por referéncia. Um guia sobre substituigdes
apropriadas de aminoadcidos que ndo afetam a atividade

biolégica do polipeptideo de interesse pode ser encontrado

no modelo de Dayhoff e cols. (1978) no Atlas of Protein
Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found.,
Washington, D.C.), aqui incorporado por referéncia.

Substituig¢des conservadoras, por exemplo, a troca de um
aminodcido por outro gque possua propriedades similares,
podem ser preferidas. Exemplos de substituigdes

conservadoras incluem, sem limitacao, GlyeAla,

ValeIleeLeu, AspsGlu, LysoArg, AsnsGln e PheoTrpoTyr.

Na construgao 'de variantes do polipeptideo de
interesse, sdo feitas modificagdes de tal forma que as
variantes continuem a possuir a atividade desejada, ou
seja, afinidade de 1ligacdo similar ao biomarcador.
Obviamente, qualquer mutagdo feita no DNA dque codifica o
polipeptideo variante ndo deve colocar a seqiéncia fora do
quadro de leitura e, de preferéncia, nao criara regides
complementares que poderiam produzir estrutura de mRNA
secundario. Veja A P'ublicaq:éo de Pedido de Patente EP N°
75.444.

De preferéncia, variantes de um polipeptideo de
referéncia possuem seqiiéncias de aminodcidos que tém pelo
menos 70% ou 75% de identidade de sequéncia,

preferivelmente pelo menos 80% ou 85% de identidade de
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seqiiéncia, mais preferivelmente pelo menos 90%, 91%, 32%,
93%, 94% ou 95% de identidade de seqiiéncia para a seqiéncia
de aminodcidos para a molécula de anticorpo de referéncia,
ou para uma porgdo mais curta da molécula de anticorpo de
referéncia. Mais preferivelmente, as moléculas compartilham
pelo menos 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia.
Para as finalidades da presente invengdo, o percentual de
identidade de sequéncia é determinado com a utilizagdo do
algoritmo de pesquisa de homologia de Smith-Waterman usando
uma pesquisa de lacunas afins com uma penalidade de lacuna
aberta de 12 e uma penalidade de extensdo de lacuna de 2,
matriz BLOSUM de .62. O algoritmo de pesquisa de homologia
de Smith-Waterman é ensinado em Smith e Waterman (1981)
Adv. Appl. Math. 2: 482-489. Uma variante, por exemplo,
pode diferir do anticorpo de referéncia em apenas 1 a 15

residuos de aminoacidos, apenas 1 a 10 residuos de

aminodcidos, por exemplo, 6-10, apenas 5, apenas 4, 3, 2,

ou até mesmo 1 residuo de aminoacido.

Com relagdo ao alinhaménto é6timo de duas sequéncias de
aminoacidos, e} segmento contiguo da sequéncia de
aminodcidos variante pode ter residuos de aminoacidos
adicionais ou résiduos de aminodcidos eliminados com
relacdo & sequéncia de aminodcidos de referéncia. O
segmento contiguo usado para comparagdo com a sequéncia de
aminodcidos de referéncia incluird pelo menos 20 residuos
de aminodcidos contiguos, e pode ter 30, 40, 50 ou mais
residuos de aminodcidos. Podem ser feitas correg¢des para
identidade de seqiiéncia associada as  substituigdes
conservadoras de residuos ou lacunas (veja algoritmo de

pesquisa de homologia de Smith-Waterman) .
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Os anticorpos monoclonais de MCM2 da invengao podem
ser rotulados com uma substédncia detectavel, como descrito
abaixo, para facilitar a detecgdo da proteina biomarcadora
na amostra. Tais anticorpos podem ser usados na pratica dos
métodos da invencdo. Os anticorpos e fragmentos de
anticorpo da invengdo podem ser acoplados a uma substdncia
detectidvel para facilitar a detecgdo da ligagdo de
anticorpo. A palavra “rétulo”, quando aqui usada, refere-se
a um composto ou uma composicdo detectavel que seja
conjugada direta ou indiretamente ao anticorpo, de forma a
gerar um anticorpo “rotulado”. O rétulo pode ser detectavel

por si proprio (por exemplo, rétulos de radioisdtopo ou

rétulos fluorescentes) ou, no caso de um rdétulo enzimatico,

pode catalisar a alteragdo quimica de um composto ou uma

composicdo de substrato que seja detectavel. Exemplos de

substancias detectédveis com a finalidade de rotular os

.anticorpos incluem varias enzimas, Jrupos prostéticos,

materiais fluorescentes, materiais luminescentes, materiais
bioluminescentes e materiais radioativos. Exemplos de
enzimas adequadas incluem peroxidase de raiz-forte (HRP),
fosfatase alcalina, P-galactosidase ou acetilcolinesterase;
exemplos de  complexos de grupo prostético incluem
estreptavidina/biotina e avidina/biotina; exemplos de
materiais fluorescentes adequados incluem umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansila ou
ficoeritrina; um exemplo de um material luminescente inclui
luminol; exemplos de materiais bioluminescentes incluem
luciferase, luciferina e aequorina; e exemplos de material
1257 131I, 3SS ou 3H.

radioativo adequado incluem

1
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S3o ainda fornecidos kits que compreendem pelo menos
um anticorpo monoclonal de MCM2 da invengdo. “Kit”
significa qualquer produto manufaturado (por exemplo, um

pacote ou um recipiente) que compreenda pelo menos um

reagente, ou seja, um anticorpo, para detectar

especificamente a expressdo de MCM2. O kit pode ser
promovido, distribuido ou vendido como uma unidade para a
realizacgao dos métodos da presente invengao.
Adicionalmente, os kits podem conter uma bula que descreva
o kit e os métodos para seu uso.

Os kits da invencdo geralmente compreendem pelo menos
um anticorpo monoclonal dirigido a MCM2, substéncias
quimicas para a detecgdo de ligacdo de anticorpo, um
contracorante e, opcionalmente, um agente azulador para
facilitar a identificagdo de células com coloragdo
positiva. Qualquer substédncia quimica que detecte a ligagao
antigeno-anticorpo pode ser usada nos kits da invengdo. Em
algumas modalidades, as substdncias quimicas de detecgao
compreendem um polimero rotulado conjugado a um anticorpo
secundario. Por exemplo, pode ser fornecido um anticorpo
secundario que & cdnjugado a uma enzima que catalisa o
depdésito de um cromégeno no sitio de ligagdo antigeno-
anticorpo. Tais enzimas e metodologias para sua utilizagao
na deteccdo da ligacdo de anticorpo sdo bem conhecidas na
técnica. Em uma modalidade, o kit compreende um anticorpo
secunddrio que é conjugado a um HRP-polimero rotulado.
Podem ainda ser fornecidos cromégenos compativeis com a
enzima conjugada (por exemplo, DAB, no caso de um anticorpo
secundiario rotulado com HRP) e solug¢des, tais como perdxido

de hidrogénio, para o bloqueio da .coloragdo ndo especifica.
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Em outras modalidades, a ligagdo de anticorpo a uma
proteina biomarcadora ¢é detectada através do uso de um
reagente de sonda de camundongo que se liga aos anticorpos
monoclonais, seguido pela adigdo de um polimero de dextrana
conjugado & HRP que se 1liga ao reagente de sonda de
camundongo. Esses reagentes de detecgdo sao disponiveis
comercialmente, por exeﬁplo, por Biocare Medical.

Os kits da presente invenc¢do podem ainda compreender

um reagente de blogueio de peroxidase (por exemplo,

perdéxido de hidrogénioc), um reagente de Dblogqueio de
proteina (por exemplo, caseina purificada) e um
contracorante (por exemplo, hematoxilina). Um agente

azulador (por exemplo, hidrdxido de ambnio ou TBS, pH 7,4,
com Tween-20 e azida de sédio) pode ainda ser fornecido no
kit para facilitar a detecgdo de células com coloragdo
positiva. Os kits também podem conter amostras de controle
positivo e negativo para finda de contfole de qualidade.

Em outra modalidade, os kits da invengdo compreendem
dois anticorpos monoclonais de MCM2, mais particularmente
anticorpos monoclonais 27C5.6 e 26H6.19. E ainda fornecido
um kit que compreende dois anticorpos monoclonais de MCM2 e
um terceiro anticorpo dirigido & topoisomerase II alfa
(Topo2A) . Quando estdo presentes varios anticorpos no kit,
cada anticorpo pode ser _fornecido como um reagente
individual ou, alternativamente, como um coquetel de
anticorpos que compreende todos os anticorpos de interesse.
Além disso, qualguer um ou todos os reagentes do kit podem
ser fornecidos em recipientes que os protejam do ambiente
externo, por exemplo, em recipientes lacrados. Os kits da

invencdo s3o uteis no diagndstico de doenga cervical de



10

15

20

25

30

29/56

alto grau e podem ainda incluir reagentes para coloragado de
Papanicolau (por exemplo, EA50 e Laranja G).

As composi¢des da invengdo podem ser usadas em métodos
para o diagndéstico de doenga cervical de alto grau em uma
paciente, tais como aqueles revelados no Pedido U.S.
pendente N° de Série 11/087.227, intitulado “Methods and
Compositions for the Detection of Cervical Disease”,
depositado em 23 de margo de 2005, que €& aqui incorporado
por referéncia em sua totalidade. O “diagnéstico de doenga
cervical de alto grau” visa a incluir, por exemplo, O©
diagnéstico ou a detecgdo da presenga de doenca cervical, o
monitoramento da progressdo da doenga e a identificagdo ou
deteccdo de células ou amostras que sejam indicativas de
doenca cervical de alto grau. Os termos “diagnéstico”,
“deteccdo” e ‘“identificagdo” de doenca cervical de alto

grau sdo aqui usados de foram intercambiavel. “Doenga

cervical de alto grau” significa aquelas condigdes

classificadas por colposcopia como patologia pré-maligna,
patologia maligna, displasia moderada a severa € cancer
cervical. Doenca cervical de alto grau subjacente inclui a
identificacdo histolégica de CINII, CINIII, HSIL, carcinoma
in situ, adenocarcinoma e cdncer (estdgios FIGO I-IV).

Os métodos da invencdo compreendem a detecgdo da
superexpressdo de pelo menos um biomarcador nuclear que é
seletivamente superexpresso em doenga cervical de alto
grau. ‘“Biomarcador nuclear” significa qualquer gene de
proteina que seja expresso predominantemente no nicleo da
célula. Um biomarcador nuclear pode ser expresso e€m um grau
menor em outras partes da célula. “Superexpresso

seletivamente em doenca cervical de alto grau” significa



10

15

20

25

30

30/56

que o biomarcador nuclear de interesse € superexpresso em
doenca cervical de alto grau, mas ndo € superexpresso em
condigdes classificadas como LSIL, CINI, amostras
infectadas por HPV, sem nenhuma displasia presente, células
metaplasicas imaturas e outras condigbes que ndo sao
consideradas como sendo doenca clinica. Dessa forma, a
deteccdo dos biomarcador nucleares da invencdo permite a
diferenciacdo de amostras indicativas de doenca cervical de
alto grau subjacente de amostras que s&o indicativas de
proliferacdo benigna, infecgdo por HPV em estdgio inicial
ou displasia leve. Os biomarcadores nucleares de interesse
particular incluem proteinas MCM, particularmente MCM2, e
ToOpo2A.

Em um aspecto particular da invengdo, os métodos
compreendem a obtengdo de uma amostra cervical de um
paciente, o contato da amostra com pelo menos um anticorpo
monoclonal de MCM2 da invencdo, e a detecgdo da ligagdo do
anticorpo & MCM2. Em outras modalidades, a amostra é
colocada em contato com pelo menos dois anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente a MCM2,
particularmente anticorpos monoclonais 27C5.6 e 26H6.13. Em
uma modalidade adicional, a amostra & colocada em contato
com esses dois anticorpos monoclonais de MCM2 e um terceiro
anticorpo que se liga especificamente a TOpO2A.
Metodologias para detecgdo da ligagdo de anticorpo sdo bem
conhecidas na técnica. A ligagdo de anticorpo a um
biomarcador de interesse pode ser detectada através do uso
de reagentes quimicos que geram um sinal detectavel que
corresponde ao nivel de ligagao de anticorpo e,

consequentemente, ao nivel de expressao protéica
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biomarcadora. Qualquer método para detecgdo da 1ligagdo
anticorpo-antigeno pode ser usado para a pratica dos
métodos da invengao.

Como aqui usado, o termo “amostra cervical” refere-se
a qualquer amostra de células, tecidos ou liguidos
corporais da cérvix na qual a expressdo de um biomarcador
possa ser detectada. Exemplos dessas amostras corporais
incluem, sem limitacdo, liquidos ginecoldgicos, bidpsias e
esfregagos. Amostras cervicais podem ser obtidas de uma
paciente por diversas técnicas, incluindo, por exemplo,
raspando ou esfregando uma &rea ou com O UsO de uma agulha
para aspiragdo de liquidos corporais. Métodos para a coleta
de amostras cervicais sd3o bem conhecidos na técnica. Em
modalidades especificas, a amostra cervical compreende
células cervicais, particularmente em uma preparagdo de

base liquida. Em uma modalidade, as amostras cervicais sao

.coletadas de acordo com as diretrizes de preparagdo de

amostras de citologia de base 1liquida, por exemplo, a
preparagdo SurePath® (TriPath Imaging, Inc.) ou a
preparagdo ThinPrep® (CYTYC, Inc.). As amostras cervicais
podem ser transferidas para uma lamina de vidro para serem
visualizadas com ampliacdo. Solugdes de fixagdo e coloragédo
podem ser aplicadas as células na lamina de vidro para
preservar a amostra e para facilitar o exame. Em uma
modalidade, a amostra cervical serd coletada e processada
para fornecer uma amostra de monocamada, COmO apresentado
na Patente U.S. N° 5.346.831, aqui incorporada por
referéncia.

Aqueles habilitados na técnica observardo que qualquer

uma ou todas as etapas nos métodos da invengdo poderiam ser
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implementadas por profissionais de forma manual ou
automatizada. Dessa forma, as etapas de preparagdao da
amostra cervical, anticorpo e detecgdo de 1ligagdao de
anticorpo podem ser automatizadas. Os métodos da invengao
também podem ser combinados com técnicas convencionais de
coloracdo de Papanicolou para permitir um diagnéstico mais
preciso de doenga cervical de alto grau.

Os exemplos a seguir sdo oferecidos como forma de
ilustracdo, e ndo como forma de limitagdo.

EXPERIMENTAL
Exemplo 1

Producdo de anticorpos monoclonais de camundongo para MCM2

Foram gerados anticorpos monoclonais de camundongo
especificos para MCM2. O antigeno (um polipeptideo
imunogénico) foi uma proteina MCM2 recombinante de
comprimento total rotulada com hexahistidina. O antigeno
foi expresso usando um sistema de expressdo de baculovirus
em células Tni. Especificamente, a seqiéncia de codificagdo
para a MCM2 rotulada com hexahistidina (Id. de Seq. N°: 10)
foi clonada no plasmideo pFastBacl (Invitrogen) para
expressdo em células Tni. Métodos para a produgdo de
proteinas recombinantes com a utilizagdo de sistemas de
expressdo de baculovirus sdo bem conhecidos na técnica. A
proteina MCM2 rotulada foi purificada usando uma agarose
gquelante carregada com ions Ni+2 (Ni-NTA de Qiagen) e usada
como imundégeno. Uma sequéncia de aminoacidos do
polipeptideo MCM2 imunogénico & fornecida no Id. de Seq.
N°e: 11.

As imunizag¢des dos camundongos e as fusdes de

hibridoma foram realizadas basicamente como descrito em
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Kohler e cols. (1975) Nature 256: 495-496. Os camundongos
foram imunizados com a proteina MCM2 imunogénica rotulada
em solucdo. As células produtoras de anticorpos foram
isoladas dos camundongos imunizados e fundidas com células
de mieloma para formar hibridomas produtores de anticorpo
monoclonal. Os hibridomas foram cultivados em um meio
seletivo. As células resultantes foram plaqueadas por
diluicdo serial, e testadas quanto a produgdo de anticorpos
que se ligam especificamente a MCM2 (e que ndo se ligam a
antigenos ndo relacionados). Para confirmar que ©0s
anticorpos monoclonais de interesse reagiram somente com a

proteina MCM2, e ndo com O rétulo de hexahistidina,

hibridomas selecionados foram rastreados contra uma

- proteina rotulada com MCM2-FLAG. As sequéncias de

nucleotideos e de aminodcidos para a proteina MCM2-FLAG sdo

apresentadas nos Ids. de Seq. N°®; 12 e 13,

respectivamente. Hibridomas selecionados dque secretam

anticorpo monoclonal (mAb) foram entdo cultivados.
Os anticorpos foram ©purificados a partir dos

sobrenadantes dos meios de cultura de células de hibridoma

vexauridas” (ou seja, células que cresceram até dque a
viabilidade <caisse até entre 0-15%) usando resina
recombinante revestida com Proteina A (STREAMLINE®,
Amersham, Inc.). Os anticorpos foram eluidos usando pH

baixo, seguido por neutralizagdo imediata do pH. As fragdes
com absorbancias significativas a 280 nM foram reunidas em
pool. O pool resultante foi dialisado contra PBS. Os
anticorpos purificados foram submetidos a uma
caracterizacdo adicional. Ambos os anticorpos monoclonais

de MCM2, 26H6.19 e 27C5.6 foram determinados como sendo
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isétipos de IgGl. Detalhes do mapeamento de epitopos desses
anticorpos sdo descritos abaixo.
Exemplo 2
Isolamento de anticorpos monoclonais de células de
hibridoma

O procedimento seguinte é usado para isolar anticorpos
monoclonais de células de hibridoma:
Preparag¢do dos meios

- A uma garrafa de estocagem estéril de 1.000 ml,
adicionar 100 ml de soro bovino fetal (FBS) Hyclone.

- Adicionar 10 ml de solucdo de aminodcidos nao
essenciais MEM.

-  Adicionar 10 ml de solugdo de penicilina-
estreptomicina-L-glutamina.

- QS até aproximadamente 1.000 ml com meio ExCell 610-
HSF.

- Colocar tampas estéreis na garrafa e apertar com
forca. Agitar suavemente para misturar.

- Conectar uma unidade de filtro a vacuo de acetato
estéril de 1.000 ml (0,2 pm) a um sistema de bomba a vacuo.

- Derramar gentilmente aproximadamente metade da
solugcdo de meio em uma unidade de filtro a vacuo de acetato
estéril e ligar o vacuo.

- Apdés metade do meio ter sido filtrado, derramar O
meio restante na unidade de filtro e continuar a filtragdo.

- Apbés todo o meio ter sido filtrado, desconectar a
mangueira de vdcuo da unidade de filtro a vacuo e desligar
a bomba de vacuo. Remover a por¢do receptora da unidade de
filtro da garrafa de filtro. Colocar uma nova tampa de

garrafa estéril na garrafa.
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- Estocar a 2°C a 10°C. Proteger da luz.
Cultura inicial de células de hibridoma

- Descongelar o frasco de cultura de estoque congelada
de hibridoma em um banho de H,O pré-aquecido a 37°C.

- Vaporizar o exterior do frasco congelado com etanol

- Mover o frasco congelado para o interior do gabinete
de seguranga bioldgica.

- Remover as células do frasco congelado e transferir
as células a um tubo de centrifuga de 15 ml.

- Adicionar 7 ml de meios de cultura de células gota a
gota ao tubo de centrifuga de 15 ml que contém as células
descongeladas.

- Centrifugar o tubo de centrifuga de 15 ml contendo
as células descongeladas e o meio de cultura por 5 minutos
em uma forga de 200 g.

- Enquanto as células estdo na centrifuga, adicionar
45 ml de meio de cultura de células a um frasco T-225
estéril.

- Apds centrifugagdo, inspecionar visualmente o tubo
quanto a& presenc¢a de um pélete de células.

- Remover o meio do tubo de centrifuga, tendo o
cuidado de n3o deslocar o pélete de células. Observagdo:
caso o pélete de células seja alterado, repetir a etapa de
centrifugagao.

- Adicionar 5 ml de meio de cultura de células ao tubo
de centrifuga de 15 ml que contém as células peletizadas.
Pipetar para ressuspender o pélete de células no meio.

- Transferir todo o conteldo das células ressuspensas

e meio de cultura para o frasco T-225 contendo os 45 ml de
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meio.

- Tampar o frasco T-225.

- Observar a presenga de células intactas sob o
microscépio. Colocar o frasco T-225 imediatamente em uma
incubadora de CO, e permitir que as células sejam incubadas
de um dia para o outro.

Expansdo de linhagem celular de hibridoma

- Continuar a monitorar a cultura de células quanto a
viabilidade, concentracdo e presenga de contaminagdo.

- Monitorar e ajustar a suspensdo de células a partir
do frasco T-225 inicial, até que a concentragdo seja de
aproximadamente 600.000 células/ml a 800.000 células/ml e
um total de 200 a 250 ml de meio.

- Deslocar as células e adicionar meio, como for
necessario para atender as exigéncias minimas de densidade
celular. Dividir e transferir a suspensdo de células em um
novo frasco T-225 estéril. Colocar os 2 x frascos T-225 na
incubadora de CO,.

- Monitorar as células dos 2 x frascos T-225 até que a
concentracdo seja de aproximadamente 600.000 células/ml a
800.000 células/ml, e um total entre 200 a 250 ml de meio
para cada frasco.

- Deslocar as células e adicionar meio, como for
necessario para atender as exigéncias minimas de densidade
celular. Dividir e transferir as suspensdes de células em 2
novos frascos T-225 estéreis adicionais por um total de 4 x
frascos T-225. Retornar todos os frascos para a incubadora
de CO,.

- Monitorar as células e ajustar o volume nos 4 X

frascos T-225, até que a concentragdo celular seja de
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aproximadamente 600.000 células/ml a 800.000 células/ml,
com um volume total de aproximadamente 250 ml por frasco T-
225 (ou aproximadamente 1.000 ml no total) .

- Continuar a monitorar as células dos 4 x frascos T-
225, até que as células tenham crescido a exaustdo, com uma
viabilidade final de 0%-15%. O sobrenadante da cultura de
células estd agora pronto para o processo de clarificagao.
Clarificag¢do do sobrenadante

- Ligar a centrifuga de Dbancada. Colocar os
adaptadores do tubo de 500 ml nos compartimentos do rotor,
fechar a tampa e ajustar a temperatura em 4°C (+/-) 4°C.

- Usando técnica asséptica, derramar o meio de todos
os quatro frascos T-225 agora exauridos em 2 x tubos de
centrifuga cdnicos de 500 ml.

- Certificar-se de que os 2 x tubos de 500 ml estdo
equilibrados. Transferir o sobrenadante de um tubo para ©
outro, como necessario para edquilibra-los.

- Centrifugar o sobrenadante exaurido a 1.350 g (+/-
40 g) por 15 minutos a 2°C a 10°C.

- Apbs o} término da centrifugagdo, decantar
assepticamente o sobrenadante em uma garrafa de estocagem
estéril de 1.000 ml e fechd-la com uma tampa estéril.

- Transferir assepticamente 1 ml para o tubo da
microcentrifuga. Estocar o tubo da microcentrifuga com
amostra a 2°C a 10°C (proteger da luz).

- A amostra clarificada do sobrenadante estd pronta
para avaliagdo de IgG com o uso do ensaio Easy-Titer®.
Prepara¢do do tampdo
Tampdo de ligag¢do:

- Adicionar aproximadamente 600 ml de HO DI a um
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bécher limpo.

[+

- Adicionar 77,28 ml de solugdo de &cido bdrico (4%
p/v). Agitar em temperatura ambiente com uma barra de
agitagdo limpa.

- Pesar 233,76 g de cloreto de sbédio e colocar na
solucdo durante agitagdo constante.

- Levar a solucdo até aproximadamente 950 ml com H0
DI e continuar agitagdo.

- Quando o cloreto de sédio tiver se dissolvido e a
solucdo estiver transparente, ajustar o pH até 9,0 + 0,2
com hidréxido de sbédio.

- Remover a solucgdo para um cilindro graduado limpo de
1.000 ml e QS até 1.000 ml com HyO DI.

- Transferir o tampdo completado para uma garrafa de
estocagem apropriada. Esse tampdo pode ser estocado por até
7 dias, antes de ser utilizado.

- Repetir todo o processo para preparar um adicional
de 0,2 litro para 1,0 litro de tampdo de ligagédo.

Tampdo de eluig¢do

- Pesar 1,725 g de fosfato de sbédio monobasico e
coloca-lo em um bécher limpo de 250 ml com uma barra de
agitaqéo‘limpa.

- Pesar 3,676 g de citrato de sédio e coloca-los no
mesmo bécher limpo de 250 ml.

- Adicionar aproximadamente 175 ml dé H,O0 DI e agitar
em temperatura ambiente até ser dissolvido.

- Pesar 4,38 g de cloreto de sédio e coloca-los na
solug¢do durante agitagao.

- Levar a soluc¢do até aproximadamente 225 ml com H0O

DI e continuar a agitagdo.
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- Quando o cloreto de sédio tiver se dissolvido e a
solucdo estiver transparente, ajustar o pH até 3,5 % 0,2
com acido cloridrico.

- Remover a solucdo para um cilindro graduado limpo de
250 ml e QS até 250 ml com H,O DI.

- Conectar uma unidade de filtro a vacuo de acetato
estéril de 500 ml (0,2 pm) a um sistema de bomba a vacuo e
esterilizar por filtragdo a solugdo.

- Remover o filtro e fechar o recipiente com uma tampa
estéril.

Adsor¢do de anticorpo

- Derramar o sobrenadante clarificado (~ 1 1) em uma
bécher plastico limpo de 4.000 ml com uma barra de agitagdo
limpa.

- Adicionar uma quantidade aproximadamente igual (~ 1

1) do tampdo de ligagdo ao bécher pléstico limpo de 4.000

ml que contém o sobrenadante clarificado. Adicionar uma

barra de agitag¢do limpa.

- Cobrir o bécher com um filme plastico e rotular
“Ligagdo de Anticorpo”.

- Calcular a quantidade aproximada de Proteina A
STREAMLINE® que serd necessdria usando os dados da Tabela

1.

Tabela 1: Volume necessario de Resina de Proteina A

Quantidade de IgG
Volume necessario de Resina de

(ng /ml) no
Proteina A em mililitros (ml)
sobrenadante
>180 - = 200 12,0
>160 - =< 180 11,0

>140 - = 160 10,0
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>120 - = 140 9,0
>100 - = 120 8,0
>80 - = 100 7,0
>60 - = 80 6,0

>40 - = 60 4,5

>20 - = 40 3,5

= 20 2,0

- Fixar um conjunto limpo de coluna descartavel e
valvula reguladora a um suporte em anel e prender. Fechar a
valvula reguladora.

- Misturar uma quantidade apropriada de gldébulos de
Proteina A STREAMLINE invertendo-se a garrafa varias vezes.
Retirar o volume necessario e <coloca-lo na coluna
descartavel.

- Lavar os glébulos de Proteina A STREAMLINE com 10 ml
de H,0 DI. Abrir a valvula reguladora e permitir que a H;O
DI seja drenada. Fechar a valvula reguladora. Repetir com
um adicional de 10 ml de H,O DI.

- Lavar os glébulos de Proteina A STREAMLINE com 10 ml
de tampdo de ligagdo. Abrir a valvula reguladora e permitir
que o tampdo de ligagdo seja drenado. Fechar a valvula
reguladora. Repetir com um adicional de 10 ml de tampao de
ligagao.

- Ressuspender os glébulos de Proteina A STREAMLINE em

aproximadamente 10 ml do sobrenadante clarificado e solugao

. de tampdo de ligagd3o (da proveta de 4.000 ml) e transferir

os glébulos para o bécher de 4.000 ml que contém o
sobrenadante transparente e a solugdo de tampdo de ligagao.
Repetir, como for necessario, para transferir quaisquer

glébulos restantes. Quando completado, descartar a coluna e
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a valvula reguladora.

- Permitir que a mistura seja misturada vigorosamente
a 2°C a 10°C por aproximadamente 18 horas.

- Quando a mistura estiver completa, desligar a placa
de agitacdo e remover a proveta de “Ligagdo de Anticorpo”
com o sobrenadante tamponado e a suspensdo de gldbulos de
volta para a area da bancada do laboratdério. Permitir que
os glébulos de Proteina A STREAMLINE se depositem no fundo
do bécher (aproximadamente 5 minutos).

- Fixar um conjunto limpo de coluna descartavel e
valvula reguladora a um suporte em anel e prender. Fechar a
valvula reguladora.

- Rotular uma garrafa limpa de 250 ml ou um recipiente
adequado com “Ligagdo Pds-Lavagem da Coluna”.

- Rotular uma proveta plastica limpa com “Ligagdo P&s-
Sobrenadante” .

- Decantar o sobrenadante da proveta de 4.000 ml no
bécher plastico limpo e rotulado de 2 litros, deixando os
glébulos no fundo da proveta de 4.000 ml. Cobrir o bécher
de 2.000 ml gque contém a solugdo de “Ligagdo P&s-
Sobrenadante” com filme plastico limpo e estocar a 2°C a
10°C.

- Adicionar aproximadamente 15 ml de tampdo de ligagao
na proveta decantada de 4.000 ml rotulada “Ligagdo de
Anticorpo” . Ressuspender os gldébulos de Proteina A
STREAMLINE e transferi-los para a coluna. Abrir a valvula
reguladora e permitir que o tampdo de ligagdo seja drenado
no recipiente “Ligagdo P&s-Lavagem da Coluna”. Fechar a
valvula reguladora quando drenada.

- Transferir quaisquer gldbulos restantes de Proteina
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A STREAMLINE no bécher “Ligag¢do de Anticorpo” por adigdo de
tampdo de ligagdo adicional, misturar e transferir para a
coluna, como nas etapas precedentes. Fechar a valvula
reguladora quando drenada.

- Calcular a quantidade aproximada de tampdao de
ligagdo necessaria para lavar os gldbulos de Proteina A
STREAMLINE na coluna com os usos dos dados da Tabela 2.
Tabela 2: Volume de tampdo de ligagdo para lavagem da

coluna

Quantidade de
Volume necessario de tampdo de ligagéo

IgG (pg /ml) no
em mililitros (ml)

sobrenadante

5 lavagens totais de coluna com 15,0 ml

> 180 - s 200
cada

5 lavagens totais de coluna com 15,0 ml

> 160 - = 180
cada

5 lavagens totais de coluna com 12,5 ml

> 140 - 160

A

cada

5 lavagens totais de coluna com 12,5 ml

> 120 - 140

A

cada

5 lavagens totais de coluna com 12,5 ml

> 100 - = 120
cada

5 lavagens totais de coluna com 10,0 ml

> 80 - = 100
cada

5 lavagens totais de coluna com 10,0 ml

> 60 - =< 80
cada

5 lavagens totais de coluna com 7,5 ml

> 40 - = 60
cada

5 lavagens totais de coluna com 5,0 ml

> 20 - = 40
cada
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5 lavagens totais de coluna com 5,0 ml

< 20
cada

- Lavar os glébulos de Proteina A STREAMLINE na coluna
com o volume apropriado de tampdo de ligagdo pelo namero
apropriado de lavagens, continuando a coletar o efluente no
recipiente “Ligagdo Pds-Lavagem da Coluna”.

- Quando completado, fechar a valvula reguladora.
Estocar o recipiente “Ligagdo Pés-Lavagem da Coluna” a 2°C
a 10°C.

- Determinar os Volumes Totais de Tampdo de Eluigdo e

Tampdo de Neutralizagdo necessdrios para eluir os glébulos

de Proteina A STREAMLINE na coluna a partir da Tabela 3.

Tabela 3: Determinacdo da quantidade de tampdo de eluigdo e tampdo de

neutralizacédo
Quantidade de | Volume Volume Total Volume de Volume Total
IgG (pg /ml) Total de de tampdo de tampdo de de tampdo de
no tampdo de neutralizagdo | eluigédo neutralizagido
sobrenadante eluigdo necessario necessario necessario
necessario | (ml) por fragdo por fragdo
(ml1) (ml) (ml)
> 180 - = 200. 72 7,2 12 1,2
> 160 - s 180 66 6,6 11 1,1
> 140 - = 160 60 6,0 10 1,0
> 120 - =< 140 54 5,4 9 0,9
> 100 - = 120 48 4,8 8 0,8
> 80 - s 100 42 4,2 7 0,7
> 60 - s 80 36 3,6 6 0,6
> 40 - s 60 27 2,7 4,5 0,45
> 20 - s 40 21 2,1 3,5 0,35
s 20 12 1,2 2 0,2
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- Rotular 9 tubos de centrifuga cdnicos estéreis
“Anticorpo Eluido”, Fragdo # (1 até 9).

- Colocar o volume apropriado de tampdo de
neutralizacdo necessidrio por fragdo (como determinado a
partir da Tabela “C” acima) e cada um dos 9 tubos da fragdo
de “Anticorpo Eluido” e colocar de forma segura sob a saida
da valvula reguladora da coluna.

- Eluir os gldébulos de Proteina A STREAMLINE na fragéo
da coluna por fragdo com o volume apropriado de tampdo de
eluicdo necessario por fragdo (como determinado a partir da
Tabela 3 acima), enquanto se coleta o eluido em cada um dos
tubos de “Anticorpo Eluido” que contém tampdo de
neutralizagdo.

- Quando as eluig¢des estiverem completas, misturar
cada tubo da fracdo de “Anticorpo Eluido” gentilmente
agitando-se varias vezes. Remover aproximadamente 50 pl da
fracdo # 3 e colocar em uma tira de papel de teste de pH
para assegurar que o eluido foi neutralizado até um pH
aproximado entre 6,5 a 8,5. Se necessario, acrescentar mais
tampdo de neutralizagdo ou tampao de eluigdo, como for
necessario para levar o pH até essa faixa.

- Quando a avaliacdo do pH estiver completada,
realizar uma varredura de absorbdncia da amostra de cada
fracdo a 280 nm-400 nm para determinar a concentragao
aproximada de IgG no eluido, antes de proceder para O
processo de didlise. Aceitar as fragdes como parte do pool
de eluidos, caso o valor de A280-A400 seja = 0,200.
Rejeitar as fra¢gdes como parte do pool de eluidos, caso O

valor de A280-A400 seja < 0,200.

- Rotular um tubo de centrifuga cbnico estéril
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“Pool de Eluidos”,

fracdes que foram aceitas como parte do pool.

e combinar todas as

- Realizar uma varredura de absorbdncia de uma amostra

\

do

pool

de

eluidos

para

aproximada de IgG no eluido,

processo de dialise.

total aproximado em mg de IgG.

mg/ml =

determinar

a

concentragdo

antes de proceder para O

Volume do Pool de Eluidos:

Total em mg de IgG

Diglise do anticorpo

10°C.

didlise que

Remover o tubo de

“Anticorpo Eluido”

ml

Estimar o volume do pool de eluidos e calcular o

IgG

de 2°C para

Calcular o comprimento aproximado de tubulagdo de

serd necessario para dialisar o eluido de

anticorpo usando o volume aproximado de eluido e os dados

da Tabela 4.

Tabela 4: Calculo de comprimento necessidrio da tubulagdo de

didlise
Compri -
Comprimento Comprimen
Propor-| mento Comprimen-
aproximado -to total
gado aproxi- | Espago to
Volume - |necesséario aproxima-
Volume/ mado entre o aproximado
Aproxi- para do da
comp. |necessa-|{liquido e necessario
mado de amostra tubulagdo
da rio para| a tampa para
Eluente mais Espago de
tubula- | amostra | de 20% amarrar a
(ml) entre o didlise
gdo de do (cm) tubulagdo
liquido e a necessa-
diilise| eluente (cm)
tampa (cm) ria (cm)
(cm)
39,6 2 20 4 24 15 63
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—
36,3 2 18 4 22 15 59
33,0 2 17 3 20 15 55
29,7 2 15 3 18 15 51
26,4 2 13 3 16 15 47
23,1 2 12 2 14 15 43
19,8 2 10 2 12 15 39
14,85 2 7 1 9 15 33
11,55 2 6 1 7 15 29
6,6 2 3 1 4 15 23

- Cortar o comprimento necessdrio de tubulagdo de

didlise (Membrana de Celulose Regenerada Spectra/Por® 2,

valor de corte de peso molecular de 12.000-14.000 Daltons

(MWCO), didmetro de 16 mm, Spectrum Laboratories Inc., N°

de Cat. 132678).

- Hidratar a tubulacdo da membrana de didlise em 1.000
ml de H,0 DI por > 30 minutos.

- Calcular o volume aproximado de tampdo de dialise

necessario para dialisar o eluido de anticorpo com o uso

dos dados da Tabela 5.

Tabela 5: Volume necessirio de tampdo de didlise

Volume Comprimento Volume de

Quantidade de final de necessario tampdo de
IgG (pg /ml) anticorpo da dialise (1 X

no eluido em tubulagao PBS)
sobrenadante mililitros de dialise necessario em
(ml) (cm) litros

3 trocas
> 180 - = 200 39,6 ml 63 cm completas de

4,0 litros

> 160 - < 180 36,3 ml 59 cm 3 trocas
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completas de

3,6 litros

> 140 -

IA

160

33,0 ml

55

cm

3 trocas
completas de

3,3 litros

> 120

[
A

140

29,7 ml

51

cm

3 trocas
completas de

3,0 litros

> 100

1
A

120

26,4 ml

47

cm

3 trocas
completas de

2,6 litros

> 80 - =

100

23,1 ml

43

cm

3 trocas
completas de

2,3 litros

> 60 - =

80

19,8 ml

39

cm

3 trocas
completas de

1,9 litro

> 40 -

A

60

14,85 ml

33

cm

3 trocas
completas de

1,5 litro

40

11,55 ml

29

cm

3 trocas
completas de

1,2 litro

20

IA

6,6 ml

23

cm

3 trocas
completas de

0,7 litro

- Colocar a quantidade apropriada de tampdo de dialise

em um bécher plastico com dimensdes adequadas.

bécher

“Anticorpo

Dialisado”.

Adicionar

uma barra

Rotular o

de

agitacdo limpa e colocar o bécher em uma placa de agitagao
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dentro de um refrigerador ou em uma sala refrigerada a 2°C

a 10°C.

Enxaguar a tubulagdo de didlise cuidadosamente em

H,0 DI. Amarrar dois nds terminais a aproximadamente 7 cm
de uma extremidade da tubulagdo de didlise e fixar bem
apertado.

- Adicionar aproximadamente 5 ml de H;0O DI na
tubulagdo de didlise.

- Preencher a tubulacido de didlise com o anticorpo
eluido do tubo de coleta “Anticorpo Eluido”.

- Amarrar dois ndés terminais a aproximadamente 7 cm da
extremidade aberta restante da tubulagdo de didlise e fixar
bem apertado. Assegurar que O espago entre o liquido e a
tampa (headspace) & aproximadamente aquele derivado da
Tabela 4.

- Colocar a tubulacdo de didlise preenchida e fechada
no reservatdério de diadlise com o volume apropriado de 1 X
PBS (a partir da Tabela 5).

- Cobrir o bécher com filme plastico limpo. Ajustar a
velocidade na placa de agitagdo de tal forma que a amostra
de didlise gire livremente, mas ndo seja puxada para O
vértice do dialisado. A didlise deve ocorrer a 2°C a 10°C
com 3 trocas de tampdo no total em um periodo de 24 horas.
Filtrag¢do do anticorpo

- Rotular um tubo de coleta estéril “Anticorpo
Dialisado”.

- Remover a tubulacdo da amostra dialisada do bécher
de didlise. Cortar a tubulagdo de didlise aberta em uma
extremidade e transferir a amostra dialisada para o tubo de

centrifuga de “Anticorpo Dialisado”.
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- Rotular outro tubo de coleta estéril “Anticorpo
Dialisado”.

- Selecionar uma seringa “Luer Lok” estéril com
capacidade adequada para conter o volume dialisado final.

- Anexar um filtro de seringa Acrodisc® & abertura da
seringa (Membrana de 0,2 pm HT Tuffryn®, ligagdo de “Low
Protein”, Gelman Laboratories, N° de Cat. 4192). Remover O
émbolo da seringa e, segurando a seringa voltada para cima,
transferir o anticorpo monoclonal dialisado do tubo de
“Anticorpo Dialisado” para a seringa. Recolocar o émbolo.

- Manter o filtro de seringa Acrodisc® sobre tubo de
coleta aberto, estéril e rotulado “Anticorpo Purificado”, e
pressionar O émbolo da seringa para filtrar o anticorpo
purificado no tubo de “Anticorpo Purificado”.

- Apbés o término da filtragdo, tampar o tubo de
“Anticorpo Purificado” e estocar a 2°C a 10°C.

- Determinar a concentracdo de anticorpo monoclonal
purificado usando o procedimento A280.

Exemplo 3
. Método geral para mapeamento de epitopos
Abordagem geral

O mapeamento de epitopos é realizado para identificar
a seqiiéncia de aminodcidos linear dentro de uma proteina
antigénica (ou seja, o epitopo) que & reconhecida por um
anticorpo monoclonal especifico. Uma abordagem geral para
mapeamento de epitopos exige a expressdo protéica de
comprimento total, além de varios fragmentos (ou seja,
formas truncadas) da proteina, geralmente em um sistema de
expressdo heterdlogo. Essas varias proteinas recombinantes

sio entdo usadas para determinar se o anticorpo monoclonal
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especifico & capaz de se ligar a uma ou mais das formas
truncadas da proteina-alvo. Através do uso de truncamentos
repetitivos e da geragdo de proteinas recombinantes com
regides superpostas de aminodcidos, €& possivel identificar
a regido que é reconhecida pelo anticorpo monoclonal sob
investigacdo. E empregada a andlise Western blot ou ELISA
para determinar se o anticorpo monoclonal especifico sob
investigagio é capaz de se ligar a um ou mais dos
fragmentos recombinantes da proteina. Essa abordagem pode,
ao final, identificar as regides do peptideo que contém o
epitopo e, em alguns casos, refinar o epitopo precisamente
até uma seqliéncia de 8-11 aminodcidos.
Projeto e criagdo da construgdo

A primeira etapa no mapeamento de epitopos & o projeto
de truncamentos génicos aninhados. Frequentemente, o gene é
dividido em quatro partes iguais para andlise posterior.
Estratégia de clonagem génica

A estratégia de clonagem geral comega com a geragao
baseada em PCR de fragmentos génicos clonados. A fim de
expressar eficientemente o fragmento clonado, especialmente
quando s3o utilizadas pequenas regides de aminodcidos, o
fragmento clonado & expresso como uma proteina de fusdo, ou
seja, fundido a outra proteina transportadora que é
expressa estavelmente no sistema. A proteina fluorescente
verde (GFP) é freqlientemente usada como proteina
transportadora. GFP é incluida como um parceiro de fusao
para estabilizar os fragmentos de truncamento e melhorar a
expressdo durante a etapa subseqlente de expressao protéica
in vitro. GFP também permite o rastreamento da expressdo da

proteina de fusdo com o uso de anticorpos anti-GFP.
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A clonagem para a criagdo da construgdo GFP-proteina &
realizada com a utilizacdo da abordagem mega-iniciador ou
através do uso de clonagem de plasmideo no vetor pScreen-
GFP. Geralmente, os fragmentos de truncamento sdo fundidos
a GFP e a seqiéncias de controle necessarias para a
expressdo protéica usando uma técnica denominada mega-
iniciador.

O mega-iniciador é a unido de dois ou mais fragmentos
de DNA por anelamento de regides homdélogas na extremidade
dos respectivos fragmentos e extensdo do DNA anelado de
fita simples com uma DNA polimerase termoestavel. Esse
processo cria um fragmento de DNA grande a partir de dois
ou mais fragmentos menores, ligando-os por sua sequéncia
compartilhada. Esse fragmento grande €& entdo amplificado

usando PCR-padrdo.

Caso o mega-iniciador n3o possa ser usado com sucesso,

os fragmentos de truncamento podem ser clonados em um

plasmideo que contém GFP e seqUéncias de controle da
expressdo  protéica. Essa clonagem cria as fusdes
GFP/fragmento necessdrias para © mapeamento de epitopos. O
restante do protocolo pode entdo proceder como descrito
abaixo.
Expressdo de proteina

As construcdes de expressdo criadas, por exemplo, por
mega-iniciador, sd3o entao introduzidas em um Sistema de
Traducdo Rapida (RTS). RTS é um sistema de expressdo de
proteina sem células derivado de lisados de E. coli. Esse
sistema permite a expressdo rapida (3-4 horas) de proteinas
a partir de modelos de DNA.

Caso RTS ndo produza niveis adequados de expressdo
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protéica, entdo os fragmentos de truncamento serdo clonados
no plasmideo proteina GFP-expressdo. Esses plasmideos de
fusdo sdo entdo transformados em uma cepa otimizada de E.
coli para expressdo protéica. A expressdo protéica é
induzida em uma cultura de crescimento de bactéria e, apds
o crescimento, as células s3o lisadas. As proteinas no
lisado celular complexo sdo entdo separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), e o restante
do protocolo é igual ao apresentado abaixo.

Deteccdo de proteina e mapeamento de epitopos

Os fragmentos protéicos produzidos por RTS sd&o
separados com o uso de PAGE, e transferidos para membranas
de nitrocelulose. As proteinas ligadas & membrana sdo entdo
expostas ao anticorpo sob investigagdo em solugdo. A
ligagdo anticorpo/proteina é identificada com o uso de.
metodologias colorimétricas conhecidas na técnica.

A ligacd3o de anticorpo da proteina de comprimento
total e de algum subconjunto dos fragmentos truncados de
proteina constitui um resultado positivo. Caso a auséncia
de uma segdo especifica da proteina elimine a ligagdo de
anticorpo, entdo o epitopo se situa nesse fragmento.

Caso o anticorpo a ser mapeado ndo reconhega proteina
ligada as membranas de nitrocelulose, entdo s&do usados
métodos alternativos para a detecgdo de interagdes
anticorpo/proteina como, por exemplo, ELISA ou
imunoprecipitagio. Métodos para a detecgdo de interagdes
anticorpo/proteina s3o bem conhecidos na técnica.
Refinamento da localizag¢do do epitopo

Como o protocolo descrito acima ird somente limitar a

localizacdo do epitopo a até aproximadamente um quarto da
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proteina, é necessdrio repetir o processo na quarta parte
da proteina determinada como contendo o epitopo, a fim de
especificar ainda mais a localizagdo do epitopo. Para uma
proteina muito grande, pode ser necessario repetir esse
processo duas a trés vezes para limitar o epitopo a até 8-
15 aminoacidos.
Exemplo 4
Caracterizagdo de epitopos para os anticorpos monoclonais
de MCM2 27C5.6 e 26H6.19

O mapeamento de epitopos para Anticorpos monoclonais
de MCM2 27C5.6 e 26H6.19 foi realizado basicamente como
descrito no Exemplo 3. Especificamente, foi usada PCR para
criar truncamentos do gene MCM2, seguido por RTS para gerar
fragmentos recombinantes da proteina MCM2 e, finalmente,
western blotting para detectar a ligagdo de anticorpo a
MCM2. GFP foi unida aos truncamentos do gene MCM2 em uma
segunda rodada de PCR para assegurar uma expressdo robusta
e estavel em RTS

A seqiéncia de codificagdo de comprimento total para
MCM2 (Id. de Seq. N°: 2; NM 004526) tem um tamanho de 2.715
bp. No entanto, o cDNA que foi usado para expressar a
proteina MCM2 recombinante e que foi usado para imunizar os
camundongos durante a produgdo de anticorpos de MCM2 tinha
um tamanho de gene de 2.688 bp (Id. de Seq. N°: 5). O cDNA
truncado de MCM2 usado tinha uma regido de 27 bp faltando
na extremidade 5’ da proteina MCM2, especificamente o
fragmento ATGGCGGAATCATCGGAATCCTTCACC (Id. de Seq. N°: 6).
Foram realizadas as seguintes etapas sequenciais a fim de
mapear o epitopo do anticorpo MCM2-27C5.6:

Como o gene MCM2 era grande (> 1.000 bp), e para
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minimizar o ndmero de interacdes de PCR necessarias, o gene
foi dividido igualmente em seis regiles [1-6] de
aproximadamente 400 bp. Sequiéncias superpostas, que contém
seqiiéncias hombélogas para permitir mega-iniciador durante
um segundo ciclo de PCR e sitios de restrigdo para uma
segunda opgdo de subclonagem em plasmideo pScreen-GFP,
foram adicionadas ao gene de interesse durante a primeira
PCR. A primeira rodada de PCR criou fragmentos da sequéncia
de nucleotideos truncada de MCM2 (Id. de Seq. N°: 5)
incluindo: regido [1] tinha 1-426 bp, regido [1-2] tinha 1-
888 bp, regido [1-3] tinha 1-1377 bp, regiao [1-4] tinha 1-
1.845 bp, regidio [1-5] tinha 1-2.241 bp, regido [1-6] tinha
1-2.688 bp e, finalmente, a regido [2-6] tinha 427 -2.688
bp. Regides individuais (por exemplo, regido [5]) ndo foram
expressas para evitar epitopos perdidos que estavam
presentes em sequéncia de jungdo entre regides.

Os produtos da primeira rodada de PCR de MCM2 foram
subclonados em pPSCREEN-GFP (BamHI-XhoI), na medida em que
os tamanhos dos fragmentos eram muito grandes para mega-
iniciador. O Gnico truncamento que ndo foi bem sucedido foi
a regido de comprimento total [1-6]. Os iniciadores
originais usados para amplificar o gene de comprimento
total e os truncamentos foram projetados para incluir
sitios de restrigdo (extremidade 5’ BAMHI; extremidade
XHOI) para permitir a subclonagem direta em pSCREEN-GFP.

As fusBes GFP-gene criadas foram usadas como modelo
para a produgdo de proteina na reagdo RTS, usando o kit RTS
100 E. coli HY da Roche. Os produtos protéicos de RTS foram
precipitados por acetona, carregados diretamente em um gel

desnaturante de poliacrilimida e analisados por western
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blotting. O western blot foi sondado diretamente com O
anticorpo monoclonal 27C5.6 e anticorpos GFP.

Os produtos da primeira rodada de RTS foram sondados
tanto com anticorpos GFP quanto com o anticorpo monoclonal
de MCM2 27C5.6. Foi detectada uma banda positiva na regido
[1-3]. O processo acima foi repetido usando o fragmento
englobado pela regido [1-3] como sequéncia de partida.

Uma segunda rodada de RTS produziu um resultado
positivo para o anticorpo 27C5.6 na regido MCM2-3Q3
(COSAGPFEVNMEETIYQONYQRIRIQESP (Id. de Seq. N°: 7), dque
corresponde aos residuos de aminoacidos 355 a 382 do Id. de
Seq. N°: 1). O processo acima foi repetido wusando o
fragmento englobado pela regido MCM2-3Q3 como sequéncia de
partida.

Uma terceira rodada de RTS produziu um resultado
positivo para o anticorpo 27C5.6 na regido MCM2-3Q3.2
(IYONYORIRIQESP (Id. de Seqg. N°: 3), que corresponde aos
residuos de aminodcidos 369 a 382 do Id. de Seq. N°: 1).
Nio foi obtido resultado positivo na regido MCM2-3Q3.1
(COSAGPFEVNMEET (Id. de Seq. N°: 8), due corresponde aos
residuos de aminodcidos 355 a 368 do Id. de Seq. N°: 1) ou
em MCM2-303.2 (EVNMEETIYQNYQR (Id. de Seq. N°: 9), que
corresponde aos residuos de aminodcidos 362 a 375 do Id. de
Seq. N°: 1 ).

Resultados

Os resultados iniciais mostraram que o epitopo para o
anticorpo monoclonal de MCM2 27C5.6 esta localizado dentro
da regidio N-terminal da proteina MCM2. Truncamentos
continuados da proteina MCM2 mostraram que O epitopo

reconhecido por 27C5.6 estd localizado dentro de uma regido
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de catorze aminodcidos, que corresponde especificamente aos
residuos de aminodcidos 369-382 do Id. de Seqg. N°: 1
(IYONYORIRIQESP (Id. de Seq. N°: 3)). Rodadas adicionais de
RTS podem ser capazes de refinar ainda mais a localizagao
do epitopo.

O processo idéntico descrito acima foi usado para
identificar o epitopo para o anticorpo monoclonal de MCM2
26H6.19. Os resultados iniciais indicaram que o epitopo
estava localizado dentro da regido do C-terminal da
proteina MCM2. O epitopo foi preliminarmente definido a uma
regido de vinte e trés aminoacidos, que corresponde
especificamente aos residuos de aminodcidos 688-710 do Id.
de Seq. N°: 1 (PSNKEEEGLANGSAAEPAMPNTY (Id. de Seq. N°:
4)). Analises adicionais refinaram o epitopo do anticorpo
monoclonal de MCM2 26H6.19 a uma regido de dez aminoacidos
que compreende os residuos de aminoacidos 683-692 do Id. de

Seq. N°: 1 (HVRHHPSNKE (Id. de Seq. N°: 14)).
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> Fischer, Timothy J.
Malinowski, Douglas P.
Taylor, Adriann J.

<120> ANTICORPOS MONOCLONAIS E METODOS PARA SEU USO NA DETECGAO DE
DOENGA CERVICAL

<130> 46143/310882

<150> 60/675,305
<151> 2005-04-27

<150> 60/718,082
<151> 2005-09-16

<160> 14
<170> FastSEQ para Windows Versdo 4.0

<210> 1

<211l> 904

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Ala Glu Ser Ser Glu Ser Phe Thr Met Ala Ser Ser Pro Ala Gln
1 5 10 15
Arg Arg Arg Gly Asn Asp Pro Leu Thr Ser Ser Pro Gly Arg Ser Ser
20 25 30
Arg Arg Thr Asp Ala Leu Thr Ser Ser Pro Gly Arg Asp Leu Pro Pro
35 40 45
Phe Glu Asp Glu Ser Glu Gly Leu Leu Gly Thr Glu Gly Pro Leu Glu
50 55 60
Glu Glu Glu Asp Gly Glu Glu Leu Ile Gly Asp Gly Met Glu Arg Asp
65 70 75 80
Tyr Arg Ala Ile Pro Glu Leu Asp Ala Tyr Glu Ala Glu Gly Leu Ala
85 90 95
Leu Asp Asp Glu Asp Val Glu Glu Leu Thr Ala Ser Gln Arg Glu Ala
100 105 110
Ala Glu Arg Ala Met Arg Gln Arg Asp Arg Glu Ala Gly Arg Gly Leu
115 120 125
Gly Arg Met Arg Arg Gly Leu Leu Tyr Asp Ser Asp Glu Glu Asp Glu
130 135 140 ,
Glu Arg Pro Ala Arg Lys Arg Arg Gln Val Glu Arg Ala Thr Glu Asp
145 150 155 160
Gly Glu Glu Asp Glu Glu Met Ile Glu Ser Ile Glu Asn Leu Glu Asp
165 170 175
Leu Lys Gly His Ser Val Arg Glu Trp Val Ser Met Ala Gly Pro Arg
180 185 190
Leu Glu Ile His His Arg Phe Lys Asn Phe Leu Arg Thr His Val Asp
195 200 205
Ser His Gly His Asn Val Phe Lys Glu Arg Ile Ser Asp Met Cys Lys
210 215 220
Glu Asn Arg Glu Ser Leu Val Val Asn Tyr Glu Asp Leu Ala Ala Arg
225 230 235 240
Glu His Val Leu Ala Tyr Phe Leu Pro Glu Ala Pro Ala Glu Leu Leu
245 250 255
Gln Ile Phe Asp Glu Ala Ala Leu Glu Val Val Leu Ala Met Tyr Pro



Lys
Pro
Leu
305
Gln
Gly
Pro
Tle
val
385
Asp
Ile
Pro
Asn
Thr
465
Ile
Leu
val
Lys
Phe
545
Gln
val
Asn
Ile
Thr
625
Leu
Phe
Glu
Ser
Ala
705

Lys

Gln

Tyxr
Leu
290
Ile
Leu
Pro
Glu
Tyr
370
Ala
Leu
Tyr
Val
Lys
450
Ser
Ala
Ala
Arg
Ser
530
Thr
Arg
Leu
Asp
Ser
610
val
Thr
Asp
Met
Asn
690
Met

Lys

Met

Asp
275
val
Arg
Ser
Phe
Cys
355
Gln
Ala
Val
His
Phe
435
vVal
Leu
Pro
Leu
Gly
515
Gln
Thr
His
Ala
Gln
595
Ile
Ile
Phe
Ile
Leu
675
Lys
Pro

Tyr

Asp

260
Arg

Glu
Thr
Met
Cys
340
Gln
Asn
Gly
Asp
Asn
420
Ala
Ala
Ser
Ser
Phe
500
Asp
Phe
Gly
Pro
Asp
580
Asp
Serxr
Ala
Ser
Leu
660
Ala
Glu
Asn

Ile

Gln
740

Ile
Glu
Ser
val
325
Gln
Ser
Tyr
Arg
Ser
405
Asn
Thr
val
Lys
Ile
485
Gly
Ile
Leu
Gln
vVal
565
Arg
Arg
Lys
Ala
Glu
645
Cys
Arg
Glu
Thr
Ile

725
Asp

Thr
Leu
Gly
310
Lys
Ser
Ala
Gln
Leu
390
Cys
Tyxr
val
Gly
Asp
470
Tyxr
Gly
Asn
Lys
Gly
550
Ser
Gly
Thr
Ala
Ala
630
Asn
val
Phe
Glu
Tyr
710

Tyr

Lys

Asn
Arg

295
val

Tyr
Gln
Gly
Arg
375
Pro
Lys
Asp
Ile
Glu
455
Gln
Gly
Glu
val
Tyr
535
Ala
Arg
val
Ser
Gly
615
Asn
vVal
val
val
Gly
695
Gly

Ala

val

His
280
Ser
val
Asn
Asn
Pro
360
Ile
Arg
Pro
Gly
Leu
440
Leu
Gln
His
Pro
Leu
520
Ile
Ser
Glu
Cys
Ile
600
Ile
Pro
Asp
Arg
val
680
Leu
val

Lys

Ala
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265
Ile

Leu
Thr
Cys
Gln
345
Phe
Arg
Ser
Gly
Ser
425
Ala
Thr
Ile
Glu
Lys
505
Leu
Glu
Ala
Trp
Leu
585
His
Val
Ile
Leu
Asp
665
Gly
Ala
Glu

Glu

Lys
745

His
Arg
Ser
Asn
330
Glu
Glu
Ile
Lys
Asp
410
Leu
Asn
Asp
Gly
Asp
490
Asn
Cys
Lys
Val
Thr
570
Ile
Glu
Thr
Gly
Thr
650
Thr
Ser
Asn
Pro
Arg

730
Met

val
Gln
Cys
315
Lys
val
val
Gln
Asp
395
Glu
Asn
His
Glu
Glu
475
Ile
Pro
Gly
val
Gly
555
Leu
Asp
Ala
Ser
Gly
635
Glu
val
His
Gly
Leu
715

Val

TyTr

Arg
Leu
300
Thr
Cys
Lys
Asn
Glu
380
Ala
Ile
Thr
Val
Asp
460
Lys
Lys
Gly
Asp
Ser
540
Leu
Glu
Glu
Met
Leu
620
Arg
Pro
Asp
Val
Ser
700
Pro
His

Ser

Ile
285
His
Gly
Asn
Pro
Met
365
Ser
Ile
Glu
Ala
Ala
445
val
Ile
Arg
Gly
Pro
525
Ser
Thr
Ala
Phe
Glu
605
Gln
Tyr
Ile
Pro
Arg
685
Ala
Gln

Pro

Asp

270
Ser

Leu
val
Phe
Gly
350
Glu
Pro
Leu
Leu
Asn
430
Lys
Lys
Phe
Gly
Lys
510
Gly
Arg
Ala
Gly
Asp
590
Gln
Ala
Asp
Ile
val
670
His
Ala
Glu

Lys

Leu
750

His
Asn
Leu
val
335
Ser
Glu
Gly
Leu
Thr
415
Gly
Lys
Met
Ala
Leu
495
His
Thr
Ala
Tyr
Ala
575
Lys
Gln
Arg
Pro
Ser
655
Gln
His
Glu
val
Leu

735
Arg

Leu
Gln
Pro
320
Leu
Cys
Thr
Lys
Ala
400
Gly
Phe
Asp
Ile
Ser
480
Ala
Lys
Ala
Ile
val
560
Leu
Met
Ser
Cys
Ser
640
Arg
Asp
Pro
Pro
Leu
720

Asn

Lys



Glu

Ser

Tyr
785
Ser
Thr
Leu
Asn
Leu
865
Tyr

Arg

Ser
Met
770
val
Phe
Phe
Phe
Arg
850
val

Asp

Lys

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>

<400> 2
acttttcgecg cgaaacctgg ttgttgectgt agtggcggag

gcg
Ala

cgg9
Arg

cgt
Arg

gag
Glu
50

gaa
Glu

cgc
Arg

gat

gaa
Glu

cga
Arg

act
Thr
35

gat
Asp

gag
Glu

gcc
Ala

gat

Met
755
Ile
Ile
Ile
Ala
Ile
835
Phe
Asp

Ser

Met

3453
DNA
Homo sapiens

CDS
(58)...(2772)

tca
Ser

ggc
Gly
20

gat
Asp

gag
Glu

gat
Asp

atc
Ile

gag

Ala
Arg
Glu
Asp
Arg
820
Leu
Gly
Lys
Glu

Ile
200

tcg
Ser

aat
Asn

gce
Ala

tcc
Ser

gga
Gly

cca
Pro
85

gac

Thr
Met
Asp

Thr
805
Tyr

Lys
Ala
Ala
Leu

885
Leu

gaa
Glu

gat
Asp

ctc
Leu

gag
Glu

gag
Glu
70

gag
Glu

gta

Gly
Ala
Asp
790
Gln
Leu
Gln
Gln
Axrg
870
Phe

Gln

tce
Ser

cct
Pro

acc
Thr

999
Gly
55

gag
Glu

ctg
Leu

gag

Ser
Glu
775
val
Lys
Ser
Leu
Gln
855
Gln
Arg

Gln

ttc
Phe

ctc
Leu

tcc
Ser
40

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

gag

Ile
760
Ala
Asn
Phe
Phe
val
840
Asp
Ile

Met

Phe

acc
Thr

acc
Thr
25

agc
Ser

cta
Leu

att
Ile

gcc
Ala

ctg
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Pro
His
Met
Ser
Arg
825
Ala
Thr

Asn

Asn

atg
Met
10

tcc

Ser

cct
Pro

ggc
Gly

gga
Gly

tat
Tyr
90

acg

Ile
Ala
Ala
val
810
Arg
Glu
Ile

Ile

Lys
890

gca
Ala

agce
Ser

ggc
Gly

aca
Thr

gat
Asp
75

gag
Glu

gcc

Thr
Arg
Ile
795
Met
Asp
Gln
Glu
His

875
Phe

tce
Ser

cct
Pro

cgt
Arg

gag
Glu
60

ggc
Gly

gcce
Ala

agt

val Arg His Ile Glu
765
Ile His Leu Arg Asp
780
Arg Val Met Leu Glu
800
Arg Ser Met Arg Lys
815
Asn Asn Glu Leu Leu
830
Val Thr Tyr Gln Arg
845
Vval Pro Glu Lys Asp
860
Asn Leu Ser Ala Phe
880
Ser His Asp Leu Lys
895

aggatcgtgg tactgct atg 60
Met
1

agc ccg gcc cag cgt 108
Ser Pro Ala Gln Arg
15

ggc cga agc tcc cgg 156
Gly Arg Ser Ser Arg
30

gac ctt cca cca ttt 204
Asp Leu Pro Pro Phe
45

ggg ccc ctg gag gaa 252
Gly Pro Leu Glu Glu
65

atg gaa agg gac tac 300
Met Glu Arg Asp Tyr
80

gag gga ctg gct ctg 348
Glu Gly Leu Ala Leu
95

cag agg gag gca gca 396



Asp

gag
Glu

cgc
Arg
130

cgce
Arg

gag
Glu

aaa
Lys

gag
Glu

cac
His
210

aac
Asn

cac
His

atc
Ile

tac
Tyxr

ctg
Leu
290

atc

Ile

ctc
Leu

cct
Pro

Asp

cgg
Arg
115

atg
Met

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly

atc
Ile
195

ggc
Gly

cgt
Arg

gtg
Val

ttt
Phe

gac
Asp
275

gtg
val

cgc
Arg

agce
Ser

ttc
Phe

Glu
100

gcc
Ala

cgc
Arg

gcc
Ala

gac
Asp

cac
His
180

cac
His

cac
His

gag
Glu

ctg
Leu

gat
Asp
260

cge

Arg

gag
Glu

acc
Thr

atg
Met

tgc
Cys

Asp

atg
Met

cgt
Arg

cgc
Arg

gag
Glu
165

tct
Ser

cac
His

aac
Asn

agc
Ser

gcc
Ala
245

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

agt
Ser

gtc
val
325

cag
Gln

val

cgg
Arg

999
Gly

aag
Lys
150

gag
Glu

gtg
val

cgc
Arg

gtc
val

ctg
Leu
230

tac
Tyr

gct
Ala

acc
Thr

ctg
Leu

999
Gly
310

aag

Lys

tcc
Ser

Glu

cag
Gln

ctc
Leu
135

cgc
Arg

atg
Met

cgc
Arg

ttc
Phe

ttc
Phe
215

gtg
val

ttc.

Phe

gce
Ala

aac
Asn

cgc
Arg
2985

gtg
vVal

tac
Tyr

cag
Gln

Glu

cgt
Arg
120

ctg
Leu

cgc
Arg

atc
Ile

gag
Glu

aag
Lys
200

aag
Lys

gtg
Val

ctg
Leu

ctg
Leu

cac
His
280
tcg

Ser

gtg
Val

aac
Asn

aac
Asn

Leu
105

gac
Asp

tat
Tyr

cag
Gln

gag
Glu

tgg
Trp
185

aac
Asn

gag
Glu

aac
Asn

cct
Pro

gag
Glu
265

atc

Ile

ctg
Leu

acc
Thr

tgc
Cys

cag
Gln
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Thr

c€gg
Arg

gac
Asp

gtg
val

agc
Ser
170

gtg
val

tte
Phe

cgc
Arg

tat
Tyr

gag
Glu
250

gtg
Val

cat
His

agg
Arg

agc
Ser

aac
Asn
330

gag
Glu

Ala

gag
Glu

agc
Ser

gag
Glu
155

atc
Ile

agc
Ser

ctg
Leu

atc
Ile

gag
Glu
235

gca
Ala

gta
Val

gtc
Val

cag
Gln

tgc
Cys
315

aag

Lys

gtg
val

Ser

gct
Ala

gat
Asp
140

cgg
Arg

gag
Glu

atg
Met

cgc
Arg

agc
Ser
220

gac
Asp

ccg
Pro

ctg
Leu

cgc
Arg

ctg
Leu
300

act

Thr

tgc
Cys

aaa
Lys

Gln

ggc
Gly
125

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

gcg
Ala

act
Thr
205

gac
Asp

ttg
Leu

gcg
Ala

gcce
Ala

atc
Ile
285

cat

His

ggc
Gly

aat
Asn

cca
Pro

Arg
110

cgg
Arg

gag
Glu

acg
Thr

ctg
Leu

ggc
Gly
190

cac
His

atg
Met

gca
Ala

gag
Glu

atg
Met
270

tcce

Ser

ctg
Leu

gtc
Val

ttc
Phe

ggc
Gly

Glu

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu

gag
Glu
175

cce
Pro

gtc
Val

tgce
Cys

gcc
Ala

ctg
Leu
255

tac
Tyr

cac
His

aac
Asn

ctg
Leu

gtc
Val
335

tcc
Ser

Ala

ctg
Leu

gag
Glu

gac
Asp
160

gat
Asp

cgg
Arg

gac
Asp

aaa
Lys

agg
Arg
240

ctg
Leu

ccce
Pro

ctyg
Leu

cag
Gln

ccc
Pro
320

ctg

Leu

tgt
Cys

Ala

ggc
Gly

gag
Glu
145

ggc
Gly

ctc
Leu

ctg
Leu

agc
Ser

gag
Glu
225

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

cct
Pro

ctg
Leu
305

cag

Gln

ggt
Gly

cct
Pro

444

492

540

588

636

684

732

780

828

876

924

972

1020

1068

1116



gag
Glu

tat
Tyr
370

gcg
Ala

ctg
Leu

tat
Tyr

gtc
val

aag
Lys
450

agc
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

cgt
Arg

tcg
Ser
530

acc

Thr

cgg
Arg

ctg
Leu

tgc

Cys
355

cag
Gln

gct
Ala

gtg
Val

cac
His

ttt
Phe
435

gtt
Val

ctc
Leu

cct
Pro

ctyg
Leu

ggt
Gly
515

cag

Gln

act
Thr

cac
His

gct
Ala

340

cag
Gln

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp

aac
Asn
420

gce
Ala

gct
Ala

tcc
Ser

tcc
Ser

tte
Phe
500

gat
Asp

ttt
Phe

ggc
Gly

cct
Pro

gac
Asp
580

tcg
Ser

tac
Tyr

cgg
Arg

agc
Ser
405

aac
Asn

act
Thr

gta
Val

aag
Lys

atc
Ile
485

gga
Gly

atc
Ile

cte
Leu

cag
Gln

gtc
vVal
565

cga
Arg

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu
390

tgc
Cys

tat
Tyr

gtc
Val

999
Gly

gat
Asp
470

tat
Tyr

999
Gly

aac
Asn

aag
Lys

999
Gly
550

agc

Ser

gga
Gly

ggc
Gly

cgt
Arg
375

ccc
Pro

aag
Lys

gat
Asp

atc
Ile

gaa
Glu
455

cag
Gln

ggt
Gly

gag
Glu

gtg
val

tat
Tyr
535

gcg
Ala

agg
Arg

gtg
val

ccce
Pro
360

atc
Ile

cgce
Arg

cca
Pro

ggc
Gly

cta
Leu
440

ctg
Leu

cag
Gln

cat
His

cce
Pro

ctc
Leu
520

att
Ile

tcg
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

345

ttt
Phe

cga
Arg

tcec
Ser

gga
Gly

tcc
Ser
425

gce
Ala

acc
Thr

atc
Ile

gaa
Glu

aaa
Lys
505

ttg
Leu

gag
Glu

gct
Ala

tgg
Trp

ctc
Leu
585
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gag
Glu

atc
Ile

aag
Lys

gac
Asp
410

ctc
Leu

aac
Asn

gat
Asp

gga
Gly

gac
Asp
490

aac
Asn

tge
Cys

aaa
Lys

gtg
vVal

acc
Thr
570

att
Ile

gtc
val

cag
Gln

gac
Asp
395

gag
Glu

aac
Asn

cac
His

gaa
Glu

gag
Glu
475

atc
Ile

cca
Pro

gga
Gly

gtg
val

ggc
Gly
555

ttg

Leu

gat
Asp

aac
Asn

gag
Glu
380

gcc
Ala

ata
Ile

act
Thr

gtg
val

gat
Asp
460

aag
Lys

aag
Lys

ggt
Gly

gac
Asp

tcc
Ser
540

ctc

Leu

gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met
365

agt
Ser

att
Ile

gag
Glu

gcc
Ala

gce
Ala
445

gtg
Val

atc
Ile

aga
Arg

ggc
Gly

cct
Pro
525

agc

Ser

acg
Thr

gct
Ala

ttt
Phe

350

gag
Glu

cca
Pro

ctce
Leu

ctg
Leu

aat
Asn
430

aag
Lys

aag
Lys

ttt
Phe

ggc
Gly

aag
Lys
510

ggc
Gly

cga
Arg

gcg
Ala

999
Gly

gac
Asp
590

gag
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu

act
Thr
415

ggc
Gly

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala

ctg
Leu
495

cac
His

aca
Thr

gcc
Ala

tat
Tyr

gcc
Ala
575

aag
Lys

acc
Thr

aaa
Lys

gca
Ala
400

ggc
Gly

ttc
Phe

gac
Asp

atc
Ile

agc
Ser
480

gct
Ala

aag
Lys

gcg
Ala

atc
Ile

gtc
Val
560

ctg

Leu

atg
Met

atc
Ile

gtg
Val
385

gat
Asp

atc
Ile

cct
Pro

aac
Asn

act
Thr
465

att
Ile

ctg
Leu

gta
Val

aag
Lys

ttc
Phe
545

cag

Gln

gtt
Vval

aat
Asn

1164

1212

1260

1308

1356

1404

1452

1500

1548

1596

1644

1692

1740

1788

1836



gac
Asp

tcc
Ser
610

gtc
Val

act
Thr

gac
Asp

atg
Met

aac
Asn
690

atg
Met

aag
Lys

atg
Met

tct
Ser

atg
Met
770

gtg
val

ttc
Phe

ttt
Phe

cag
Gln
595

atc
Ile

att
Ile

ttc
Phe

atc
Ile

ctg
Leu
675

aag
Lys

ccc
Pro

tac
Tyr

gac
Asp

atg
Met
755

atc
Ile

atc
Ile

ata
Ile

gcc
Ala

gac
Asp

tcg
Ser

gct
Ala

tct
Ser

ctg
Leu
660

gcc
Ala

gag
Glu

aac
Asn

atc
Ile

cag
Gln
740

gcg
Ala

cgc
Arg

gaa
Glu

gac
Asp

cgce
Arg
820

aga
Arg

aag
Lys

gcc
Ala

gag
Glu
645

tgt
Cys

cgce
Arg

gag
Glu

acg
Thr

atc
Ile
725

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

gac
Asp

aca
Thr
805

tac
Tyr

acc
Thr

gct
Ala

gcc
Ala
630

aac
Asn

gtg
val

ttc
Phe

gag
Glu

tat

Tyxr
710

tac
Tyxr

aag
Lys

ggc
Gly

gcg
Ala

gac
Asp
790

cag

Gln

ctt
Leu

agc
Ser

ggc
Gly
615

aac
Asn

gtg
Val

gtg
val

gtg
Val

999
Gly
695

ggc
Gly

gcc
Ala

gtg
val

agc
Ser

gag
Glu
775

gtc
Val

aag
Lys

tca
Ser

atc
Ile
600

atc
Ile

ccce
Pro

gac
Asp

agg
Arg

gtg
vVal
680

ctg
Leu

gtg
val

aag
Lys

gcc
Ala

atc
Ile
760

gce

Ala

aac
Asn

tte
Phe

tte
Phe

cat
His

gtc
val

ata
Ile

ctc
Leu

gac
Asp
665

ggc
Gly

gce
Ala

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys
745

cccC
Pro

cac
His

atg
Met

agc
Ser

cgg
Arg
825
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gag
Glu

acc
Thr

gga
Gly

aca
Thr
650

acc
Thr

agc
Ser

aat
Asn

ccce
Pro

agg
Arg
730

atg
Met

att
Ile

gcg
Ala

gce
Ala

gtc
val
810

cgt
Arg

gce
Ala

tce
Ser

999
Gly
635

gag
Glu

gtg
vVal

cac
His

ggc
Gly

ctg
Leu
715

gtc
val

tac
Tyr

acg
Thr

cgc
Arg

atc
Ile
795

atg
Met

gac
Asp

atg
Met

ctg
Leu
620

cge
Arg

cCccC
Pro

gac
Asp

gtc
val

agc
Ser
700

cccC
Pro

cac
His

agt
Ser

gtg
val

atc
Ile
780

cgce

Arg

cgc
Arg

aac
Asn

gag
Glu
605

cag
Gln

tac

Tyr

atc
Ile

cca
Pro

aga
Arg
685

gct
Ala

cag
Gln

cecg
Pro

gac
Asp

cgg
Arg
765

cat

His

gtg
val

agc
Ser

aat
Asn

caa
Gln

gct
Ala

gac
Asp

atc
Ile

gtc
val
670

cac
His

gct
Ala

gag
Glu

aag
Lys

ctg
Leu
750

cac
His

ctg
Leu

atg
Met

atg
Met

gag
Glu
830

cag
Gln

cgc
Arg

cce
Pro

teca
Ser
655

cag
Gln

cac
His

gag
Glu

gtc
Val

ctc
Leu
735

agg
Arg

atc
Ile

cgg
Arg

ctg
Leu

cgce
Arg
815

ctg
Leu

agc
Ser

tgc
Cys

tcg
Ser
640

cgc
Arg

gac
Asp

ccce
Pro

cce
Pro

ctg
Leu
720

aac
Asn

aaa
Lys

gag
Glu

gac
Asp

gag
Glu
800

aag

Lys

ttg
Leu

atc
Ile

acg
Thr
625

ctg
Leu

ttt
Phe

gag
Glu

agc
Ser

gcc
Ala
705

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

tce
Ser

tat
Tyr
785

agc

Ser

act
Thr

ctc
Leu

1884

1932

1980

2028

2076

2124

2172

2220

2268

2316

2364

2412

2460

2508

2556



7/21

ttc ata ctg aag cag tta gtg gca gag cag gtg aca tat cag cgc aac
Phe Ile Leu Lys Gln Leu Val Ala Glu Gln Val Thr Tyr Gln Arg Asn
835 840 845
cgc ttt ggg gcc cag cag gac act att gag gtc cct gag aag gac ttg
Arg Phe Gly Ala Gln Gln Asp Thr Ile Glu Val Pro Glu Lys Asp Leu
850 855 860 865
gtg gat aag gct cgt cag atc aac atc cac aac ctc tct gea ttt tat
Val Asp Lys Ala Arg Gln Ile Asn Ile His Asn Leu Ser Ala Phe Tyr
870 875 880
gac agt gag ctc ttc agg atg aac aag ttc agc cac gac ctg aaa agg
Asp Ser Glu Leu Phe Arg Met Asn Lys Phe Ser His Asp Leu Lys Arg
885 890 895
aaa atg atc ctg cag cag ttc tga ggccctatgc catccataag gattccttgg
Lys Met Ile Leu Gln Gln Phe *
900
gattctggtt tggggtggtc agtgccctct gtgctttatg gacacaaaac cagagcactt
gatgaactcg gggtactagg gtcagggctt atagcaggat gtctggctgc acctggcatg
actgtttgtt tctccaagce tgctttgtgc ttctcacctt tgggtgggat gccttgceccag
tgtgtcttac ttggttgctg aacatcttgc cacctccgag tgctttgtcet ccactcagta
ccttggatca gagctgctga gttcaggatg cctgcegtgtg gtttaggtgt tagccttctt
acatggatgt caggagagct gctgccctct tggcgtgagt tgcgtattca ggctgectttt
gctgectttg gccagagagce tggttgaaga tgtttgtaat cgttttcagt ctcctgcagg
tttctgtgce cctgtggtgg aagagggcac gacagtgcca gcgcagcgtt ctgggctcect
cagtegcagg ggtgggatgt gagtcatgcg gattatccac tcgccacagt tatcagctgce
cattgctcec tgtctgtttc cccactctct tatttgtgca ttcggtttgg tttctgtagt
tttaattttt aataaagttg aataaaatat aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a
<210> 3
<211> 14
<212> PRT
<213> Seqliéncia artificial
<220>
<223> Seqiéncia de aminodcidos para o epitopo de MCM2 do anticorpo

monoclonal 27C5.

<400>

3

Ile Tyr Gln Asn

1

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

<220>
<223>

monoclonal 26H6.

<400>

4

23

PRT
Sequéncia

Sequéncia

4

Pro Ser Asn Lys

1

Pro Ala Met Pro

20

6

Tyr Gln Arg Ile Arg Ile Gln Glu Ser Pro
5 10

artificial

de aminoadcidos para o epitopo de MCM2 do anticorpo
19 (preliminar)

Glu Glu Glu Gly Leu Ala Asn Gly Ser Ala Ala Glu
5 10 15
Asn Thr Tyr

2604

2652

2700

2748

2802

2862
2922
2982
3042
3102
3162
3222
3282
3342
3402
3453



<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<221>
<222>
<223>

<400> 5

atg
Met
1

tcc
Ser

cct
Pro

ggc
Gly

gga
Gly
65

tat
Tyxr

acg
Thr

cgg9
Arg

gac
Asp

gtg
Val
145

agc

Ser

gtg
val

gca
Ala

agc
Ser

ggc
Gly

aca
Thr
50

gat
Asp

gag
Glu

gcc
Ala

gag
Glu

agc
Ser
130

gag
Glu

atc
Ile

agc
Ser

2688
DNA
Sequéncia artificial

CDS
(1)...(2688)
Gene MCM2 truncado desprovido de 27 bp na

tcc
Ser

cct
Pro

cgt
Arg
35

gag
Glu

ggc
Gly

gcc
Ala

agt
Ser

gct
Ala
115

gat
Asp

cgg
Arg

gag
Glu

atg
Met

agc
Ser

ggc
Gly
20

gac
Asp

999
Gly

atg
Met

gag
Glu

cag
Gln
100

ggc
Gly

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

gcg
Ala
180

ccg
Pro

cga
Arg

ctt
Leu

cccC
Pro

gaa
Glu

gga
Gly

agg
Arg

cgg
Arg

gag
Glu

acg
Thr

ctg
Leu
165

ggc
Gly

gcc
Ala

agc
Ser

cca
Pro

ctg
Leu

agg
Arg
70

ctg
Leu

gag
Glu

ggc
Gly

gac
Asp

gag
Glu
150

gag
Glu

ccCcC
Pro

cag
Gln

tcc
Ser

cca
Pro

gag
Glu
55

gac
Asp

gct
Ala

gca
Ala

ctg
Leu

gag
Glu
135

gac

Asp

gat
Asp

cgg
Arg

cgt
Arg

cgg
Arg

ttt
Phe
40

gaa
Glu

tac
Tyr

ctg
Leu

gca
Ala

ggc
Gly
120

gag
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu

ctg
Leu
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cgg
Arg

cgt
Arg
25

gag
Glu

gaa
Glu

cgce
Arg

gat
Asp

gag
Glu
105

cgc
Arg

cgce
Arg

gag
Glu

aaa
Lys

gag
Glu
185

cga
Arg
10

act
Thr

gat
Asp

gag
Glu

gcc
Ala

gat
Asp
90

cgg
Arg

atg
Met

cct
Pro

gag
Glu

ggc
Gly
170

atc
Ile

ggc
Gly

gat
Asp

gag
Glu

gat
Asp

atc
Ile
75

gag
Glu

gcc
Ala

cgc
Arg

gce
Ala

gac
Asp
155

cac

His

cac
His

aat
Asn

gcc
Ala

tcc
Ser

gga
Gly
60

cca
Pro

gac
Asp

atg
Met

cgt
Arg

cgc
Arg
140

gag
Glu

tct
Ser

cac
His

Seqiiéncia de nucleotideos para o gene MCM2 truncado

extremidade

gat
Asp

ctc
Leu

gag
Glu
45

gag
Glu

gag
Glu

gta
val

cgg
Arg

999
Gly
125

aag

Lys

gag
Glu

gtg
Val

cgc
Arg

cct
Pro

acc
Thr
30

999
Gly

gag
Glu

ctg
Leu

gag
Glu

cag
Gln
110

ctc
Leu

cgc
Arg

atg
Met

cgc
Arg

ttc
Phe
190

ctc
Leu
15

tcc
Ser

ctc
Leu

ctc
Leu

gac
Asp

gag
Glu
95

cgt
Arg

ctg
Leu

cgce
Arg

atc
Ile

gag
Glu
175

aag
Lys

sl

acc
Thr

agc
Ser

cta
Leu

att
Ile

gcc
Ala
80

ctg
Leu

gac
Asp

tat
Tyr

cag
Gln

gag
Glu
160

tgg
Trp

aac
Asn

48

926

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576



ttc
Phe

cgc
Arg

tat
Tyr
225

gag
Glu

gtg
val

cat
His

agg
Arg

agc
Ser
305

aac
Asn

gag
Glu

gag
Glu

atc
Ile

aag
Lys
385

gac

Asp

ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile
210

gag
Glu

gca
Ala

gta
val

gtc
val

cag
Gln
290

tgc
Cys

aag
Lys

gtg
val

gtc
Val

cag
Gln
370

gac

Asp

gag
Glu

aac
Asn

cgc
Arg
195

agc
Ser

gac
Asp

ccg
Pro

ctg
Leu

cgc
Arg
275

ctg
Leu

act
Thr

tge
Cys

aaa
Lys

aac
Asn
355

gag
Glu

gcc
Ala

ata
Ile

act
Thr

act
Thr

gac
Asp

ttg
Leu

gcg
Ala

gce
Ala
260

atc
Ile

cat
His

ggc
Gly

aat
Asn

cca
Pro
340

atg
Met

agt
Ser

att
Ile

gag
Glu

gcc
Ala
420

cac
His

atg
Met

gca
Ala

gag
Glu
245

atg
Met

tcc
Ser

ctg
Leu

gtc
val

ttc
Phe
325

ggc
Gly

gag
Glu

cca
Pro

ctc
Leu

ctg
Leu
405

aat
Asn

gtc
val

tgc
Cys

gcc
Ala
230

ctg
Leu

tac
Tyr

cac
His

aac
Asn

ctg
Leu
310

gtc
val

tce
Ser

gag
Glu

ggc
Gly

ctc
Leu
390

act

Thr

ggc
Gly

gac
Asp

aaa
Lys
215

agg
Arg

ctg
Leu

ccc
Pro

ctg
Leu

cag
Gln
295

ccc
Pro

ctg
Leu

tgt
Cys

acc
Thr

aaa
Lys
375

gca

Ala

ggc
Gly

tte
Phe

agc
Ser
200

gag
Glu

gag
Glu

cag
Gln

aag
Lys

cct
Pro
280

ctg
Leu

cag
Gln

ggt
Gly

cct
Pro

atc
Ile
360

gtg
Val

gat
Asp

atc
Ile

cct
Pro
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cac
His

aac
Asn

cac
His

atc
Ile

tac
Tyxr
265

ctg
Leu

atc
Ile

ctc
Leu

cct
Pro

gag
Glu
345

tat
Tyr

gcg
Ala

ctg
Leu

tat
Tyr

gtc
vVal
425

ggc
Gly

cgt
Arg

gtg
Val

ttt
Phe
250

gac
Asp

gtg
vVal

cgc
Arg

agc
Ser

ttc
Phe
330

tgc
Cys

cag
Gln

gct
Ala

gtg
val

cac
His
410

ttt
Phe

cac
His

gag
Glu

ctg
Leu
235

gat
Asp

cgc
Arg

gag
Glu

acc
Thr

atg
Met
315

tgc
Cys

cag
Gln

aac
Asn

ggc
Gly

gac
Asp
395

aac

Asn

gcc
Ala

aac
Asn

agc
Ser
220

gcc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

gag
Glu

agt
Ser
300

gtc
val

cag
Gln

tcg
Sexr

tac

Tyr

cgg
Arg
380

agc

Ser

aac
Asn

act
Thr

gtc
val
205

ctg
Leu

tac
Tyr

gct
Ala

acc
Thr

ctg
Leu
285

999
Gly

aag
Lys

tcc
Ser

gcc
Ala

cag
Gln
365

ctg

Leu

tgc
Cys

tat
Tyr

gtc
Val

ttc
Phe

gtg
val

ttc
Phe

gcc
Ala

aac
Asn
270

cgce
Arg

gtg
Val

tac
Tyr

cag
Gln

ggc
Gly
350

cgt
Arg

ccce
Pro

aag
Lys

gat
Asp

atc
Ile
430

aag
Lys

gtg
val

ctg
Leu

ctg
Leu
255

cac
His

tecg
Ser

gtg
val

aac
Asn

aac
Asn
335

ccce
Pro

atc
Ile

cgce
Arg

cca
Pro

ggc
Gly
415

cta
Leu

gag
Glu

aac
Asn

cct
Pro
240

gag
Glu

atc
Ile

ctg
Leu

acc
Thr

tgc
Cys
320

cag
Gln

ttt
Phe

cga
Arg

tcc
Ser

gga
Gly
400

tcc

Ser

gcc
Ala

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



aac
Asn

gat
Asp

gga
Gly
465

gac
Asp

aac
Asn

tgc
Cys

aaa
Lys

gtg
Val
545

acc

Thr

att
Tle

gag
Glu

acc
Thr

gga
Gly
625

aca
Thr

acc
Thr

agc

cac
His

gaa
Glu
450

gag
Glu

atc
Ile

cca
Pro

gga
Gly

gtg
val
530

ggc
Gly

ttg
Leu

gat
Asp

gcc
Ala

tcc
Ser
610

999
Gly

gag
Glu

gtg
val

cac

gtg
val
435

gat
Asp

aag
Lys

aag
Lys

ggt
Gly

gac
Asp
515

tcc

Ser

ctc
Leu

gag
Glu

gaa
Glu

atg
Met
595

ctg
Leu

cgc
Arg

ccc
Pro

gac
Asp

gtc

gcc
Ala

gtg
val

atc
Ile

aga
Arg

ggc
Gly
500

cct
Pro

agce
Ser

acg
Thr

gct
Ala

Lttt
Phe
580

gag
Glu

cag
Gln

tac
Tyr

atc
Ile

cca
Pro
660

aga

aag
Lys

aag
Lys

ttt
Phe

ggc
Gly
485

aag
Lys

ggc
Gly

cga
Arg

gcg
Ala

999
Gly
565

gac

Asp

caa
Gln

gct
Ala

gac
Asp

atc
Ile
645

gtc
Val

cac

aag
Lys

atg
Met

gcc
Ala
470

ctg
Leu

cac
His

aca
Thr

gcc
Ala

tat

Tyr
550

gcc

Ala

aag
Lys

cag
Gln

cgc
Arg

ccce
Pro
630

tca
Ser

cag
Gln

cac

gac
Asp

atc
Tle
455

agc
Ser

gct
Ala

aag
Lys

gcg
Ala

atc
Ile
535

gtc
val

ctg
Leu

atg
Met

agc
Ser

tgc
Cys
615

tcg
Ser

cgc
Arg

gac
Asp

ccc

aac
Asn
440

act
Thr

att
Ile

ctg
Leu

gta
Val

aag
Lys
520

ttc
Phe

cag
Gln

gtt
Val

aat
Asn

atc
Ile
600

acg
Thr

ctg
Leu

ttt
Phe

gag
Glu

agc
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aag
Lys

agc
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

cgt
Arg
505

tcg
Ser

acc
Thr

cgg
Arg

ctg
Leu

gac
Asp
585

tcc

Ser

gtc
val

act
Thr

gac
Asp

atg
Met
665

aac

gtt
val

cte
Leu

cct
Pro

ctg
Leu
490

ggt
Gly

cag
Gln

act
Thr

cac
His

gct
Ala
570

cag

Gln

atc
Ile

att
Ile

ttc
Phe

atc
Ile
650

ctg
Leu

aag

gct
Ala

tce
Serxr

tcc
Ser
475

tte
Phe

gat
Asp

ttt
Phe

ggc
Gly

cct
Pro
555

gac

Asp

gac
Asp

tcg
Ser

gct
Ala

tct
Ser
635

ctg
Leu

gcc
Ala

gag

gta
val

aag
Lys
460

atc
Ile

gga
Gly

atc
Ile

cte
Leu

cag
Gln
540

gtc
val

cga
Arg

aga
Arg

aag
Lys

gcc
Ala
620

gag
Glu

tgt
Cys

cgc
Arg

gag

999
Gly
445

gat
Asp

tat
Tyr

gg99
Gly

aac
Asn

aag
Lys
525

999
Gly

agc
Ser

gga
Gly

acc
Thr

gct
Ala
605

gcc
Ala

aac
Asn

gtg
val

ttc
Phe

gag

gaa
Glu

cag
Gln

ggt
Gly

gag
Glu

gtg
val
510

tat
Tyr

gcg
Ala

agg
Arg

gtg
val

agc
Ser
590

ggc
Gly

aac
Asn

gtg
val

gtg
val

gtg
val
670

999

ctg
Leu

cag
Gln

cat
His

ccc
Pro
495

ctc
Leu

att
Ile

tcg
Ser

gag
Glu

tgt
Cys
575

atc

Ile

atc
Ile

ccce
Pro

gac
Asp

agg
Arg
655

gtg
val

ctg

acc
Thr

atc
Ile

gaa
Glu
480

aaa
Lys

ttg
Leu

gag
Glu

gct
Ala

tgg
Trp
560

cte

Leu

cat
His

gtc
vVal

ata
Ile

ctc
Leu
640

gac
Asp

ggc
Gly

gcc

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064



Ser

aat
Asn

ccce
Pro
705

agg
Arg

atg
Met

att
Ile

gcg
Ala

gcc
Ala
785

gtc
Val

cgt
Arg

gag
Glu

att
Ile

ate
Ile
865

aag
Lys

His

ggc
Gly
690

ctg
Leu

gtc
Val

tac
Tyr

acg
Thr

cgce
Arg
770

atc
Ile

atg
Met

gac
Asp

cag
Gln

gag
Glu
850

cac

His

ttc
Phe

<210> 6

<211> 27

val
675

agc
Ser

cece
Pro

cac
His

agt
Ser

gtg
Val
755

atc
Ile

cgc
Arg

cgc
Arg

aac
Asn

gtg
val
835

gtc
vVal

aac
Asn

agc
Ser

<212> DNA
<213> Sequéncia

Arg

gct
Ala

cag
Gln

ccg
Pro

gac
Asp
740
cgg
Arg

cat
His

gtg
val

agc
Ser

aat
Asn
820

aca
Thr

cct
Pro

ctc
Leu

cac
His

His His Pro

gct gag ccc
Ala Glu Pro
695

gag gtc ctg
Glu Val Leu
710

aag ctc aac
Lys Leu Asn
725

ctg agg aaa
Leu Arg Lys

cac atc gag
His Ile Glu

ctg cgg gac
Leu Arg Asp
775

atg ctg gag
Met Leu Glu
790

atg cgc aag
Met Arg Lys
805

gag ctg ttg
Glu Leu Leu

tat cag cgc
Tyr Gln Arg

gag aag gac
Glu Lys Asp
855

tct gca ttt
Ser Ala Phe
870

gac ctg aaa

Asp Leu Lys
885

artificial

Ser
680

gcc
Ala

aag
Lys

cag
Gln

gaa
Glu

tcc
Ser
760

tat
Tyr

agc
Ser

act
Thr

ctc
Leu

aac
Asn
840

ttg

Leu

tat
Tyr

agg
Arg
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Asn

atg
Met

aag
Lys

atg
Met

tct
Ser
745

atg
Met

gtg
Val

ttc
Phe

ttt
Phe

ttc
Phe
825

cgce

Arg

gtg
Val

gac
Asp

aaa
Lys

Lys

cccC
Pro

tac

Tyr

gac
Asp
730

atg
Met

atc
Ile

atc
Ile

ata
Ile

gcc
Ala
810

ata
Ile

ttt
Phe

gat
Asp

agt
Ser

atg
Met
890

Glu

aac
Asn

atc
Ile
715

cag
Gln

gcg
Ala

cgc
Arg

gaa
Glu

gac
Asp
795

cgc
Arg

ctg
Leu

999
Gly

aag
Lys

gag
Glu
875

atc
Ile

Glu

acg
Thr
700

atc
Ile

gac
Asp

aca
Thr

atg
Met

gac
Asp
780

aca
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

gcc
Ala

gct
Ala
860

ctc
Leu

ctg
Leu

Glu
685

tat
Tyr

tac
Tyr

aag
Lys

ggc
Gly

gcg
Ala
765

gac
Asp

cag
Gln

ctt
Leu

cag
Gln

cag
Gln
845

cgt
Arg

ttc
Phe

cag
Gln

Gly

ggc
Gly

gcc
Ala

gtg
val

agce
Ser
750

gag
Glu

gtc
val

aag
Lys

tca
Ser

tta
Leu
830

cag

Gln

cag
Gln

agg
Arg

cag
Gln

Leu

gtg
Val

aag
Lys

gcc
Ala
735

atc
Ile

gce
Ala

aac
Asn

ttc
Phe

ttc
Phe
815

gtg
val

gac
Asp

atc
Ile

atg
Met

ttc
Phe
895

Ala

gag
Glu

gag
Glu
720

aag
Lys

cce
Pro

cac
His

atg
Met

agc
Ser
800

cgg
Arg

gca
Ala

act
Thr

aac
Asn

aac
Asn
880

tga

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688



<220>
<223> Sequéncia

12/21

de nucleotideos 5’ omitida da seqiéncia de

nucleotideos truncada de MCM2

<400> 6

atggcggaat catcggaatc cttcacc

<210> 7

<211> 28

<212> PRT

<213> Sequéncia

<220>
<223>
355 a

Fragmento

<400> 7

Cys Gln Ser Ala
1

Gln Asn Tyr Gln

20
<210> 8
<211> 14
<212> PRT
<213> Sequéncia
<220>
<223> Fragmento
355 a 368 do Id.
<400> 8

Cys Gln Ser Ala
1

<210> 9

<211> 14

<212> PRT

<213> SeqUéncia

<220>
<223>
362 a

Fragmento

<400> 9
Glu Val Asn Met
1

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

10

2718

DNA
Sequéncia

<220>

<223> Seqiéncia

382 do Id4.

375 do Id.

27

artificial

de MCM2 que corresponde aos residuos de aminoacidos
de Seq. N°: 1

Gly Pro Phe Glu Val Asn Met Glu Glu Thr Ile Tyr
5 10 15
Arg Ile Arg Ile Gln Glu Ser Pro
25

artificial

de MCM2 que corresponde aos residuos de aminoadcidos
de Seq. N°: 1

Gly Pro Phe Glu Val Asn Met Glu Glu Thr
5 10

artificial

de MCM2 que corresponde aos residuos de aminodcidos
de Seq. N°: 1

Glu Glu Thr Ile Tyr Gln Asn Tyr Gln Arg
5 10

artificial

de nucleotideos que codifica o polipeptideo

imunogénico MCM2 rotulado com hexa-histidina



<221> caracteristica variada

<222> (2698)...(2715)
<223> Sequéncia de nucleotideos que codifica o rétulo de hexa-

histidina

<400> 10

atggcatcca
cgaagctccc
gaggatgagt
gaggagctca
tatgaggccg
agggaggcag
cgcatgcgcc
aagcgccgcece
agcatcgaga
ggccccecggce
cacggccaca
ctggtggtga
gaggcaccgg
atgtacccca
ctggtggagg
ggggtggtga
aacaagtgca
ggctcctgtce
tatcagaact
ctgccecgcet
gacgagatag
aatggcttcc
aaggttgctg
gatcagcaga
gacatcaaga
aagcacaagg
tcgcagtttce
ggggcgtcag
accttggagg
gacaagatga
tccatctcga
gccaaccccea
acagagccca
gtccaggacg
aacaaggagg
tatggcgtgg
agggtccacc
ctgaggaaag
atgatccgca
gacgtcaaca
gtcatgcgca
gagctgttgce
cgctttgggg
cgtcagatca
aagttcagcc
catcatcatc

11
905
PRT

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

<220>

gccecggecca
ggcgtactga
ccgaggggct
ttggagatgg
agggactggc
cagagcgggc
gtgggctect
aggtggagcg
acctggagga
tggagatcca
acgtcttcaa
actatgagga
cggagctgct
agtacgaccg
agctgecgcetce
ccagctgcac
atttegtcct
ctgagtgcca
accagcgtat
ccaaggacgc
agctgactgg
ctgtctttgce
taggggaact
tcggagagaa
gaggcctggce
tacgtggtga
tcaagtatat
ctgtgggcct
ctggggccect
atgaccagga
aggctggcat
taggagggcg
tcatctcacg
agatgctggc
aggaggggct
agcccctgcec
cgaagctcaa
aatctatggc
tggcggaggc
tggccatccg
gcatgcgcaa
tcttcatact
cccagcagga
acatccacaa
acgacctgaa
atcattga

gcgtcggcga
tgceccectcacc
cctaggcaca
catggaaagg
tctggatgat
catgcggcag
gtatgacagc
ggccacggag
tctcaaaggc
ccaccgcttce
ggagcgcatc
cttggcagcc
gcagatcttt
catcaccaac
gctgaggcag
tggcgtcectg
gggtcctttc
gtcggccgge
ccgaatccag
cattctcctce
catctatcac
cactgtcatc
gaccgatgaa
gatctttgcc
tctggccectg
tatcaacgtg
tgagaaagtg
cacggcgtat
ggttctggct
cagaaccagc
cgtcacctcc
ctacgacccce
ctttgacatc
ccgettegtg
ggccaatggc
ccaggaggtc
ccagatggac
gacaggcagc
ccacgcgcge
cgtgatgctg
gacttttgcc
gaagcagtta
cactattgag
cctctctgeca
aaggaaaatg

Sequéncia artificial

13/21

ggcaatgatc
tccagcecctg
gaggggcccc
gactaccgcg
gaggacgtag
cgtgaccggy
gatgaggagg
gacggcgagg
cactctgtgc
aagaacttcc
agcgacatgt
agggagcacyg
gatgaggctg
cacatccatg
ctgcatctga
ccccagctca
tgccagtccce
ccectttgagg
gagagtccag
gcagatctgg
aacaactatg
ctagccaacc
gatgtgaaga
agcattgctc
ttcggagggyg
ctcttgtgceg
tccagccecgag
gtccagcggce
gaccgaggag
atccatgagg
ctgcaggctc
tcgctgactt
ctgtgtgtgg
gtgggcagcc
agcgctgctg
ctgaagaagt
caggacaagg
atccccatta
atccatctgce
gagagcttca
cgctaccttt
gtggcagagc
gtccctgaga
ttttatgaca
atcctgcagce

ctctecacctc
gccgtgacct
tggaggaaga
ccatcccaga
aggagctgac
aggctggccg
acgaggagcg
aggacgagga
gcgagtgggt
tgcgecactca
gcaaagagdgaa
tgctggecta
ccctggaggt
tcecgecatcte
accagctgat
gcatggtcaa
agaaccagga
tcaacatgga
gcaaagtggc
tggacagctg
atggctccct
acgtggccaa
tgatcactag
ctteccatcta
agcccaaaaa
gagaccctgg
ccatcttcac
accctgtcag
tgtgtctcat
ccatggagca
gctgcacggt
tctctgagaa
tgagggacac
acgtcagaca
agcccgccat
acatcatcta
tggccaagat
cggtgcggca
gggactatgt
tagacacaca
cattccggcg
aggtgacata
aggacttggt
gtgagctctt
agttcctcga

cagccctggce
tccaccattt
agaggatgga
gctggacgcce
ggccagtcag
gggcctggge
ccctgcececge
gatgattgag
gagcatggcg
cgtcgacagce
ccgtgagagc
cttcectgect
ggtactggcc
ccacctgcect
ccgcaccagt
gtacaactgc
ggtgaaacca
ggagaccatc
ggctggccgg
caagccagga
caacactgcce
gaaggacaac
cctctccaag
tggtcatgaa
cccaggtggce
cacagcgaag
cactggccag
cagggagtgg
tgatgaattt
acagagcatc
cattgctgcc
cgtggacctce
cgtggaccca
ccaccccage
gcccaacacg
cgccaaggag
gtacagtgac
catcgagtcc
gatcgaagac
gaagttcagc
tgacaacaat
tcagcgcaac
ggataaggct
caggatgaac
gggtggtcat

<223> Seqtiéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideo

imunogénico MCM2 rotulado com hexa-histidina

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2718



<223> RAétulo de

<400> 11

Met Ala Ser
1

Ser Ser Pro

Pro Gly Arg
35
Gly Thr Glu
50
Gly Asp Gly
65
Tyr Glu Ala

Thr Ala Ser

Arg Glu Ala
115
Asp Ser Asp
130
Val Glu Arg
145
Ser Ile Glu

Val Ser Met

Phe Leu Arg

195

Arg Ile Ser

210 :

Tyr Glu Asp
225

Glu Ala Pro

Val Val Leu

His Val Arg
275
Arg Gln Leu
290
Ser Cys Thr
305
Asn Lys Cys

Glu Val Lys

Glu vVal Asn
355
Ile Gln Glu
370
Lys Asp Ala
385
Asp Glu Ile

Leu Asn Thr
Asn His Vval

435
Asp Glu Asp

Ser
Gly
20

Asp
Gly
Met
Glu
Gln
100
Gly
Glu
Ala
Asn
Ala
180
Thr
Asp
Leu
Ala
Ala
260
Ile
His
Gly
Asn
Pro
340
Met
Ser
Ile
Glu
Ala
420

Ala

val

hexa-histidina

Pro
Arg
Leu
Pro
Glu
Gly
85

Arg
Arg
Glu
Thr
Leu
165
Gly
His
Met
Ala
Glu
245
Met
Ser
Leu
val
Phe
325
Gly
Glu
Pro
Leu
Leu
405
Asn

Lys

Lys

Ala
Ser
Pro
Leu
Arg
70

Leu
Glu
Gly
Asp
Glu
150
Glu
Pro
val
Cys
Ala
230
Leu
Tyr
His
Asn
Leu
310
val
Ser
Glu
Gly
Leu
390
Thr
Gly
Lys

Met

Gln
Ser
Pro
Glu
55

Asp
Ala
Ala
Leu
Glu
135
Asp

Asp

Arg

Asp-

Lys
215
Arg
Leu
Pro
Leu
Gln
295
Pro
Leu
Cys
Thr
Lys
375
Ala
Gly
Phe

Asp

Ile

Arg
Arg
Phe
40

Glu
Tyr
Leu
Ala
Gly
120
Glu
Gly
Leu
Leu
Ser
200
Glu
Glu
Gln
Lys
Pro
280
Leu
Gln
Gly
Pro
Ile
360
val
Asp
Ile
Pro
Asn

440
Thr

14/21

Arg
Arg
25

Glu
Glu
Arg
Asp
Glu
105
Arg
Arg
Glu
Lys
Glu
185
His
Asn
His
Ile
Tyr
265
Leu
Ile
Leu
Pro
Glu
345
Tyr
Ala
Leu
Tyr
Val
425

Lys

Ser

Arg
10

Thr
Asp
Glu
Ala
Asp
90

Arg
Met
Pro
Glu
Gly
170
Ile
Gly
Arg
vVal
Phe
250
Asp
val
Arg
Ser
Phe
330
Cys
Gln
Ala
val
His
410
Phe

val

Leu

Gly
Asp
Glu
Asp
Ile
75

Glu
Ala
Arg
Ala
Asp
155
His
His
His
Glu
Leu
235
Asp
Arg
Glu
Thr
Met
315
Cys
Gln
Asn
Gly
Asp
395
Asn
Ala

Ala

Ser

Asn
Ala
Ser
Gly
60

Pro
Asp
Met
Arg
Arg
140
Glu
Ser
His
Asn
Ser
220
Ala
Glu
Ile
Glu
Ser
300
Val
Gln
Serxr
Tyr
Arg
380
Ser
Asn
Thr

Val

Lys

Asp
Leu
Glu
45

Glu
Glu
Val
Arg
Gly
125
Lys
Glu
Val
Arg
val
205
Leu
Tyr
Ala
Thr
Leu
285
Gly
Lys
Ser
Ala
Gln
365
Leu
Cys
Tyr
val
Gly

445
Asp

Pro
Thr
30

Gly
Glu
Leu
Glu
Gln
110
Leu
Arg
Met
Arg
Phe
190
Phe
vVal
Phe
Ala
Asn
270
Arg
Val
Tyr
Gln
Gly
350
Axg
Pro
Lys
Asp
Ile
430

Glu

Gln

Leu
15

Ser
Leu
Leu
Asp
Glu
95

Arg
Leu
Arg
Ile
Glu
175
Lys
Lys
vVal
Leu
Leu
255
His
Ser
Val
Asn
Asn
335
Pro
Ile
Arg
Pro
Gly
415
Leu

Leu

Gln

Thr
Ser
Leu
Ile
Ala
80

Leu
Asp
Tyr
Gln
Glu
160
Trp
Asn
Glu
Asn
Pro
240
Glu
Ile
Leu
Thr
Cys
320
Gln
Phe
Axrg
Serxr
Gly
400
Ser
Ala

Thr

Ile



Gly
465
Asp
Asn
Cys
Lys
val
545
Thr
Ile
Glu
Thr
Gly
625
Thr
Thr
Ser
Asn
Pro
705
Arg
Met
Ile
Ala
Ala
785
Val
Arg
Glu
Ile
Ile
865

Lys

Glu

<210> 12

450
Glu

Ile
Pro
Gly
val
530
Gly
Leu
Asp
Ala
Ser
610
Gly
Glu
Val
His
Gly
690
Leu
val
Tyr
Thr
Arg
770
Ile
Met
Asp
Gln
Glu
850
His

Phe

Gly

Lys
Lys
Gly
Asp
515
Ser
Leu
Glu
Glu
Met
595
Leu
Arg
Pro
Asp
val
675
Ser
Pro
His
Ser
val
755
Ile
Arg
Arg
Asn
val
835
val
Asn

Ser

Gly

<211> 2718

Ile
Arg
Gly
500
Pro
Ser
Thr
Ala
Phe
580
Glu
Gln
Tyr
Ile
Pro
660
Arg
Ala
Gln
Pro
Asp
740
Arg
His
val
Ser
Asn
820
Thr
Pro
Leu
His

His
900

Phe
Gly
485
Lys
Gly
Arg
Ala
Gly
565
Asp
Gln
Ala
Asp
Ile
645
vVal
His
Ala
Glu
Lys
725
Leu
His
Leu
Met
Met
805
Glu
Tyr
Glu
Ser
Asp

885
His

Ala
470
Leu
His
Thr
Ala
Tyr
550
Ala
Lys
Gln
Arg
Pro
630
Ser
Gln
His
Glu
val
710
Leu
Arg
Ile
Arg
Leu
790
Arg
Leu
Gln
Lys
Ala
870

Leu

His

455
Ser

Ala
Lys
Ala
Ile
535
val
Leu
Met
Ser
Cys
615
Ser
Arg
Asp
Pro
Pro
695
Leu
Asn
Lys
Glu
Asp
775
Glu
Lys
Leu
Arg
Asp
855
Phe

Lys

His

Ile
Leu
val
Lys
520
Phe
Gln
val
Asn
Ile
600
Thr
Leu
Phe
Glu
Ser
680
Ala
Lys
Gln
Glu
Ser
760
Tyr
Ser
Thr
Leu
Asn

840
Leu

Tyr
Arg

His

15/21

Ala
Ala
Axg
505
Ser
Thr
Axg
Leu
Asp
585
Ser
val
Thr
Asp
Met
665
Asn
Met
Lys
Met
Ser
745
Met
Val
Phe
Phe
Phe
825
Arg
Val
Asp

Lys

His
205

Pro
Leu
490
Gly
Gln
Thr
His
Ala
570
Gln
Ile
Ile
Phe
Ile
650
Leu
Lys
Pro
Tyr
Asp
730
Met
Ile
Ile
Ile
Ala
810
Ile
Phe
Asp

Ser

Met
890

Ser
475
Phe
Asp
Phe
Gly
Pro
555
Asp
Asp
Ser
Ala
Ser
635
Leu
Ala
Glu
Asn
Ile
715
Gln
Ala
Arg
Glu
Asp
795
Arg
Leu
Gly
Lys
Glu

875
Ile

460
Ile

Gly
Ile
Leu
Gln
540
val
Arg
Arg
Lys
Ala
620
Glu
Cys
Arg
Glu
Thr
700
Ile
Asp
Thr
Met
Asp
780
Thr

Tyr
Lys
Ala
Ala
860

Leu

Leu

Tyr
Gly
Asn
Lys
525
Gly
Ser
Gly
Thr
Ala
605
Ala
Asn
val
Phe
Glu
685
Tyr
Tyr
Lys
Gly
Ala
765
Asp
Gln
Leu
Gln
Gln
845
Arg

Phe

Gln

Gly
Glu
Vval
510
Tyr
Ala
Arg
Val
Ser
590
Gly
Asn
Val
val
val
670
Gly
Gly
Ala
vVal
Ser
750
Glu
val
Lys
Ser
Leu
830
Gln
Gln

Arg

Gln

His
Pro
495
Leu
Ile
Ser
Glu
Cys
575
Ile
Ile
Pro
Asp
Arg
655
Val
Leu
val
Lys
Ala
735
Ile
Ala
Asn
Phe
Phe
815
Val
Asp
Ile

Met

Phe
895

Glu
480
Lys
Leu
Glu
Ala
Trp
560
Leu
His
val
Ile
Leu
640
Asp
Gly
Ala
Glu
Glu
720
Lys
Pro
His
Met
Ser
800
Arg
Ala
Thr
Asn
Asn

880
Leu



<212>
<213>

DNA

<220>
<223>

<400> 12

atggcatcca
cgaagctccc
gaggatgagt
gaggagctca
tatgaggccg
agggaggcag
cgcatgcgcece
aagcgccgcce
agcatcgaga
ggcccececggce
cacggccaca
ctggtggtga
gaggcaccgg
atgtacccca
ctggtggagg
ggggtggtga
aacaagtgca
ggctcctgte
tatcagaact
ctgeccecgcet
gacgagatag
aatggcttcc
aaggttgctg
gatcagcaga
gacatcaaga
aagcacaagg
tcgcagtttce
ggggcgtcgg
accttggagg
gacaagatga
tccatctcga
gccaacccca
acagagccca
gtccaggacg
aacaaggagg
tatggcgtgg
agggtccacc
ctgaggaaag
atgatccgca
gacgtcaaca
gtcatgcgca
gagctgttgce
cgctttgggg
cgtcagatca
aagttcagcc
gacgacgacg

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

13
905
PRT

<220>
<223>

gccecggecca
ggcgtactga
ccgaggggcet
ttggagatgg
agggactggc
cagagcgggc
gtgggctcct
aggtggagcg
acctggagga
tggagatcca
acgtcttcaa
actatgagga
cggagctgct
agtacgaccg
agctgcgctc
ccagctgcac
atttcgtcct
ctgagtgcca
accagcgtat
ccaaggacgc
agctgactgg
ctgtctttgce
taggggaact
tcggagagaa
gaggcctggce
tacgtggtga
tcaagtatat
ctgtgggcct
ctggggccect
atgaccagga
aggctggcat
taggagggcg
tcatctcacg
agatgctggc
aggaggggct
agcccctgcece
cgaagctcaa
aatctatggc
tggcggaggc
tggccatccg
gcatgcgcaa
tcttcatact
cccagcagga
acatccacaa
acgacctgaa
acaagtag

Sequiéncia artificial

gcgteggega
tgcectcecacce
cctaggcaca
catggaaagg
tctggatgat
catgcggcag
gtatgacagc
ggccacggag
tctcaaaggc
ccaccgcettce
ggagcgcatc
cttggcagcc
gcagatcttt
catcaccaac
gctgaggcag
tggcgtcctg
gggtcctttc
gtcggeegge
ccgaatccag
cattctcctce
catctatcac
cactgtcatc
gaccgatgaa
gatctttgcc
tctggccetg
tatcaacgtg
tgagaaagtg
cacggcgtat
ggttctggcet
cagaaccagc
cgtcacctcce
ctacgacccc
ctttgacatc
ccgecttegtg
ggccaatggc
ccaggaggtc
ccagatggac
gacaggcagc
ccacgcgcgce
cgtgatgetg
gacttttgcce
gaagcagtta
cactattgag
cctctctgca
aaggaaaatg

Seqliéncia artificial

16/21

ggcaatgatc
tccagcectg
gaggggcccc
gactaccgcg
gaggacgtag
cgtgaccggg
gatgaggagg
gacggcgagyg
cactctgtgce
aagaacttcc
agcgacatgt
agggagcacg
gatgaggctg
cacatccatg
ctgcatctga
ccccagctca
tgccagtccecc
ccctttgagg
gagagtccag
gcagatctgg
aacaactatg
ctagccaacc
gatgtgaaga
agcattgctc
ttcggagggy
ctcttgtgcg
tccagccgag
gtccagcggc
gaccgaggag
atccatgagg
ctgcaggctc
tcgctgactt
ctgtgtgtgg
gtgggcagec
agcgctgcetg
ctgaagaagt
caggacaagyg
atccccatta
atccatctgc
gagagcttca
cgctaccttt
gtggcagagc
gtccctgaga
ttttatgaca
atcctgcagce

ctctcacctce
gccgtgacct
tggaggaaga
ccatcccaga
aggagctgac
aggctggccg
acgaggagcg
aggacgagga
gcgagtgggt
tgcgcactca
gcaaagagaa
tgctggccta
ccctggaggt
tccgcatctce
accagctgat
gcatggtcaa
agaaccagga
tcaacatgga
gcaaagtggc
tggacagctg
atggctccct
acgtggccaa
tgatcactag
cttccatcta
agcccaaaaa
gagaccctgg
ccatcttcac
accctgtcag
tgtgtctcat
ccatggagca
gctgcacggt
tctctgagaa
tgagggacac
acgtcagaca
agcccgceccat
acatcatcta
tggccaagat
cggtgcggcea
gggactatgt
tagacacaca
cattccggcg
aggtgacata
aggacttggt
gtgagctctt
agttcctcga

cagccctggce
tccaccattt
agaggatgga
gctggacgcce
ggccagtcag
gggcctgggce
ccctgececge
gatgattgag
gagcatggcg
cgtcgacagce
ccgtgagagc
cttcctgect
ggtactggcc
ccacctgcect
ccgcaccagt
gtacaactgc
ggtgaaacca
ggagaccatc
ggctggcegg
caagccagga
caacactgcc
gaaggacaac
cctcteccaag
tggtcatgaa
cccaggtggce
cacagcgaag
cactggccag
cagggagtgyg
tgatgaattt
acagagcatc
cattgctgcce
cgtggacctc
cgtggaccca
ccacccceagc
gcccaacacg
cgccaaggag
gtacagtgac
catcgagtcc
gatcgaagac
gaagttcagc
tgacaacaat
tcagcgcaac
ggataaggct
caggatgaac
ggactacaaa

Seqiiéncia de aminodcidos para o polipeptideo MCM2-FLAG

Seqiéncia de nucleotideos que codifica o polipeptideoc MCM2-FLAG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2718



<400> 13

Met Ala Ser

1
Ser

Pro
Gly
Gly
65

Tyr
Thr
Arg
Asp
val
145
Ser
val
Phe
Arg
Tyr
225
Glu
vVal
His
Arg
Ser
305
Asn
Glu
Glu
Ile
Lys
385
Asp
Leu
Asn

Asp

Gly

Ser
Gly
Thr
50

Asp
Glu
Ala
Glu
Ser
130
Glu
Ile
Ser
Leu
Ile
210
Glu
Ala
val
val
Gln
290
Cys
Lys
val
val
Gln
370
Asp
Glu
Asn
His
Glu

450
Glu

Pro
Arg
35

Glu
Gly
Ala
Ser
Ala
115
Asp
Arg
Glu
Met
Arg
195
Ser
Asp
Pro
Leu
Arg
275
Leu
Thr
Cys
Lys
Asn
355
Glu
Ala
Ile
Thr
val
435

Asp

Lys

Ser
Gly
20

Asp
Gly
Met
Glu
Gln
100
Gly
Glu
Ala
Asn
Ala
180
Thr
Asp
Leu
Ala
Ala
260
Ile
His
Gly
Asn
Pro
340
Met
Ser
Ile
Glu
Ala
420
Ala

val

Ile

Pro
Arg
Leu
Pro
Glu
Gly
85

Arg
Arg
Glu
Thr
Leu
165
Gly
His
Met
Ala
Glu
245
Met
Ser
Leu
val
Phe
325
Gly
Glu
Pro
Leu
Leu
405
Asn
Lys
Lys

Phe

Ala
Ser
Pro
Leu
Arg
70

Leu
Glu
Gly
Asp
Glu
150
Glu
Pro
val
Cys
Ala
230
Leu
Tyx
His
Asn
Leu
310
val
Ser
Glu
Gly
Leu
390
Thr
Gly
Lys

Met

Ala

Gln
Ser
Pro
Glu
55

Asp
Ala
Ala
Leu
Glu
135
Asp
Asp
Axg
Asp
Lys
215
Arg
Leu
Pro
Leu
Gln
295
Pro
Leu
Cys
Thr
Lys
375
Ala
Gly
Phe
Asp
Ile

455
Ser

Arg
Arg
Phe

40
Glu

Tyr
Leu
Ala
Gly
120
Glu
Gly
Leu
Leu
Ser
200
Glu
Glu
Gln
Lys
Pro
280
Leu
Gln
Gly
Pro
Ile
360
vVal
Asp
Ile
Pro
Asn
440

Thr

Ile

17/21

Arg
Arg
25

Glu
Glu
Arg
Asp
Glu
105
Arg
Arg
Glu
Lys
Glu
185
His
Asn
His
Ile
Tyr
265
Leu
Ile
Leu
Pro
Glu
345
Tyr
Ala
Leu
Tyr
val
425
Lys

Ser

Ala

Arg
10

Thr
Asp
Glu
Ala
Asp
90

Arg
Met
Pro
Glu
Gly
170
Ile
Gly
Arg
val
Phe
250
Asp
Val
Arg
Ser
Phe
330
Cys
Gln
Ala
vVal
His
410
Phe
val

Leu

Pro

Gly
Asp
Glu
Asp
Ile
75

Glu
Ala
Arg
Ala
Asp
155
His
His
His
Glu
Leu
235
Asp
Arg
Glu
Thr
Met
315
Cys
Gln
Asn
Gly
Asp
395
Asn
Ala
Ala

Ser

Ser

Asn
Ala
Ser
Gly
60

Pro
Asp
Met
Arg
Arg
140
Glu
Ser
His
Asn
Ser
220
Ala
Glu
Ile
Glu
Ser
300
Val
Gln
Ser
Tyr
Arg
380
Ser
Asn
Thr
val
Lys

460
Ile

Asp
Leu
Glu
45

Glu
Glu
vVal
Arg
Gly
125
Lys
Glu
val
Arg
val
205
Leu
Tyr
Ala
Thr
Leu
285
Gly
Lys
Ser
Ala
Gln
365
Leu
Cys
Tyxr
Val
Gly
445

Asp

Tyr

Pro
Thr
30

Gly
Glu
Leu
Glu
Gln
110
Leu
Arg
Met
Arg
Phe
190
Phe
val
Phe
Ala
Asn
270
Arg
val
Tyx
Gln
Gly
350
Arg
Pro
Lys
Asp
Ile
430
Glu
Gln

Gly

Leu
15

Ser
Leu
Leu
Asp
Glu
95

Arg
Leu
Arg
Ile
Glu
175
Lys
Lys
val
Leu
Leu
255
His
Ser
val
Asn
Asn
335
Pro
Ile
Arg
Pro
Gly
415
Leu
Leu

Gln

His

Thr
Ser
Leu
Ile
Ala
80

Leu
Asp
Tyr
Gln
Glu
160
Trp
Asn
Glu
Asn
Pro
240
Glu
Ile
Leu
Thr
Cys
320
Gln
Phe
Arg
Ser
Gly
400
Ser
Ala
Thr

Ile

Glu



465
Asp

Asn
Cys
Lys
Val
545
Thr
Ile
Glu
Thr
Gly
625
Thr
Thr
Ser
Asn
Pro
705
Arg
Met
Ile
Ala
Ala
785
val
Axrg
Glu
Ile
Ile
865

Lys

Glu

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

Ile
Pro
Gly
val
530
Gly
Leu
Asp
Ala
Ser
610
Gly
Glu
val
His
Gly
690
Leu
Val
Tyx
Thr
Arg
770
Ile
Met
Asp
Gln
Glu
850
His
Phe

Asp

14
10
PRT
Sequéncia

Lys
Gly
Asp
515
Ser
Leu
Glu
Glu
Met
595
Leu
Arg
Pro
Asp
val
675
Ser
Pro
His
Ser
Val
755
Ile
Arg
Arg
Asn
val
835
val
Asn

Ser

Tyr

Arg
Gly
500
Pro
Ser
Thr
Ala
Phe
580
Glu
Gln
Tyr
Ile
Pro
660
Arg
Ala
Gln
Pro
Asp
740
Arg
His
vVal
Ser
Asn
820
Thr
Pro
Leu
His

Lys
900

Gly
485
Lys
Gly
Arg
Ala
Gly
565
Asp
Gln
Ala
Asp
Ile
645
val
His
Ala
Glu
Lys
725
Leu
His
Leu

Met

Met
805

Glu

Tyr
Glu
Ser
Asp

885
Asp

470
Leu

His
Thr
Ala
Tyr
550
Ala
Lys
Gln
Arg
Pro
630
Ser
Gln
His
Glu
val
710
Leu
Arg
Ile
Arg
Leu
790
Arg
Leu
Gln
Lys
Ala
870

Leu

Asp

Ala
Lys
Ala
Ile
535
val
Leu
Met
Ser
Cys
615
Ser
Arg
Asp
Pro
Pro
695
Leu
Asn
Lys
Glu
Asp
775
Glu
Lys
Leu
Arg
Asp
855
Phe

Lys

Asp

artificial

Leu
val
Lys
520
Phe
Gln
val
Asn
Ile
600
Thr
Leu
Phe
Glu
Ser
680
Ala
Lys
Gln
Glu
Ser
760
Tyr
Ser
Thr
Leu
Asn
840
Leu
Tyr

Arg

Asp
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Ala
Arg
505
Ser
Thr
Arg
Leu
Asp
585
Ser
val
Thr
Asp
Met
665
Asn
Met
Lys
Met
Ser
745
Met
val
Phe
Phe
Phe
825
Arg
val
Asp

Lys

Lys
905

Leu
490
Gly
Gln
Thr
His
Ala
570
Gln
Ile
Ile
Phe
Ile
650
Leu
Lys
Pro
Tyxr
Asp
730
Met
Ile
Ile
Ile
Ala
810
Ile
Phe
Asp

Ser

Met
890

475
Phe

Asp
Phe
Gly
Pro
555
Asp
Asp
Ser
Ala
Ser
635
Leu
Ala
Glu
Asn
Ile
715
Gln
Ala
Arg
Glu
Asp
795
Arg
Leu
Gly
Lys
Glu

875
Ile

Gly
Ile
Leu
Gln
540
vVal
Arg
Arg
Lys
Ala
620
Glu
Cys
Arg
Glu
Thr
700
Ile
Asp
Thr
Met
Asp
780
Thr
Tyr
Lys
Ala
Ala
860

Leu

Leu

Gly
Asn
Lys
525
Gly
Ser
Gly
Thr
Ala
605
Ala
Asn
val
Phe
Glu
685
Tyr
Tyr
Lys
Gly
Ala
765
Asp
Gln
Leu
Gln
Gln
845
Arg

Phe

Gln

Glu

val
510
Tyr

Ala
Arg
val
Ser
530
Gly
Asn
Val
Val
Val
670
Gly
Gly
Ala
val
Ser
750
Glu
val
Lys
Ser
Leu
830
Gln
Gln

Arg

Gln

Pro
495
Leu
Ile
Ser
Glu
Cys
575
Ile
Ile
Pro
Asp
Arg
655
val
Leu
val
Lys
Ala
735
Ile
Ala
Asn
Phe
Phe
815
Val
Asp
Ile

Met

Phe
895

480
Lys

Leu
Glu
Ala
Trp
560
Leu
His
val
Ile
Leu
640
Asp
Gly
Ala
Glu
Glu
720
Lys
Pro
His
Met
Ser
800
Arg
Ala
Thr
Asn
Asn

880
Leu
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<220>
<223> Sequéncia de aminodcidos para o epitopo de MCM2 do anticorpo
monoclonal 26H6.19 (refinado)

<400> 14
His Val Arg His His Pro Ser Asn Lys Glu
1 5 10

<210> 15

<211l> 895

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Sequéncia de aminodcido para proteina MCM2 truncada codificada

pela sequéncia de nucleotideo de ID. de SEQ. N°: 5

<400> 1
Met Ala Ser Ser Pro Ala Gln Arg Arg Arg Gly Asn Asp Pro Leu Thr
1 5 10 15
Ser Ser Pro Gly Arg Ser Ser Arg Arg Thr Asp Ala Leu Thr Ser Ser
20 25 30
Pro Gly Arg Asp Leu Pro Pro Phe Glu Asp Glu Ser Glu Gly Leu Leu
35 40 45
Gly Thr Glu Gly Pro Leu Glu Glu Glu Glu Asp Gly Glu Glu Leu Ile
50 55 60
Gly Asp Gly Met Glu Arg Asp Tyr Arg Ala Ile Pro Glu Leu Asp Ala
65 70 75 80
Tyr Glu Ala Glu Gly Leu Ala Leu Asp AsSp Glu Asp Val Glu Glu Leu
85 90 95
Thr Ala Ser Gln Arg Glu Ala Ala Glu Arg Ala Met Arg Gln Arg Asp
100 105 110
Arg Glu Ala Gly Arg Gly Leu Gly Arg Met Arg Arg Gly Leu Leu Tyr
115 120 125
Asp Ser Asp Glu Glu Asp Glu Glu Arg Pro Ala Arg Lys Arg Arg Gln
130 135 140
val Glu Arg Ala Thr Glu Asp Gly Glu Glu Asp Glu Glu Met Ile Glu
145 150 155 160
Ser Ile Glu Asn Leu Glu Asp Leu Lys Gly His Ser Val Arg Glu Trp
165 170 175
val Ser Met Ala Gly Pro Arg Leu Glu Ile His His Arg Phe Lys Asn
180 185 190
Phe Leu Arg Thr His Val Asp Ser His Gly His Asn Val Phe Lys Glu
195 200 205
Arg Ile Ser Asp Met Cys Lys Glu Asn Arg Glu Ser Leu val Val Asn
210 215 220
Tyr Glu Asp Leu Ala Ala Arg Glu His Val Leu Ala Tyr Phe Leu Pro
225 230 235 240
Glu Ala Pro Ala Glu Leu Leu Gln Ile Phe Asp Glu Ala Ala Leu Glu
245 250 255
Val Val Leu Ala Met Tyr Pro Lys Tyr Asp Arg Ile Thr Asn His Ile
260 265 270
His Val Arg Ile Ser His Leu Pro Leu Val Glu Glu Leu Arg Ser Leu
275 280 285
Arg Gln Leu His Leu Asn Gln Leu Ile Arg Thr Ser Gly Val Val Thr
290 295 300
Ser Cys Thr Gly Val Leu Pro Gln Leu Ser Met vVal Lys Tyr Asn Cys
305 310 315 320
Asn Lys Cys Asn Phe Val Leu Gly Pro Phe Cys Gln Ser Gln Asn Gln




Glu
Glu
Ile
Lys
385
Asp
Leu
Asn
Asp
Gly
465
Asp
Asn
Cys
Lys
val
545
Thr
Ile
Glu
Thr
Gly
625
Thr
Thx
Ser
Asn
Pro
705
Arg
Met
Ile
Ala
Ala

785
Val

val
val
Gln
370
Asp
Glu
Asn
His
Glu
450
Glu
Ile
Pro
Gly
val
530
Gly
Leu
Asp
Ala
Ser
610
Gly
Glu
val
His
Gly
690
Leu
val
Tyr
Thr
Arg
770

Ile

Met

Lys
Asn
355
Glu
Ala
Ile
Thr
val
435
Asp
Lys
Lys
Gly
Asp
515
Ser
Leu
Glu
Glu
Met
595
Leu
Arg
Pro
Asp
val
675
Sexr
Pro
His
Ser
val
755
Ile

Arg

Arg

Pro
340
Met
Ser
Ile
Glu
Ala
420
Ala
val
Ile
Arg
Gly
500
Pro
Ser
Thr
Ala
Phe
580
Glu
Gln
Tyx
Ile
Pro
660
Arg
Ala
Gln
Pro
Asp
740
Arg
His
vVal

Ser

325
Gly

Glu
Pro
Leu
Leu
405
Asn
Lys
Lys
Phe
Gly
485
Lys
Gly
Arg
Ala
Gly
565
Asp
Gln
Ala

Asp

Ile

1645

Val
His
Ala
Glu
Lys
725
Leu
His
Leu

Met

Met
805

Ser
Glu
Gly
Leu
390
Thr
Gly
Lys
Met
Ala
470
Leu
His
Thr
Ala
Tyr
550
Ala
Lys
Gln
Arxg
Pro
630
Ser
Gln
His
Glu
val
710
Leu
Arg
Ile
Arg
Leu

790
Arg

Cys
Thr
Lys
375
Ala
Gly
Phe
Asp
Ile
455
Ser
Ala
Lys
Ala
Ile
535
val
Leu
Met
Ser
Cys
615
Ser
Arg
Asp
Pro
Pro
695
Leu
Asn
Lys
Glu
Asp
775

Glu

Lys

Pro
Ile
360
vVal
Asp
Ile
Pro
Asn
440
Thr
Ile
Leu
val
Lys
520
Phe
Gln
val
Asn
Ile
600
Thr
Leu
Phe
Glu
Ser
680
Ala
Lys
Gln
Glu
Ser
760
Tyr

Ser

Thr
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Glu
345
Tyxr
Ala
Leu
Tyr
val
425
Lys
Ser
Ala
Ala
Arg
505
Ser
Thr
Arg
Leu
Asp
585
Ser
Val
Thr
Asp
Met
665
Asn
Met
Lys
Met
Ser
745
Met
Val

Phe

Phe

330
Cys

Gln
Ala
val
His
410
Phe
val
Leu
Pro
Leu
490
Gly
Gln
Thr
His
Ala
570
Gln
Ile
Ile
Phe
Ile
650
Leu
Lys
Pro
Tyr
Asp
730
Met
Ile
Ile

Ile

Ala
810

Gln
Asn
Gly
Asp
395
Asn
Ala
Ala
Ser
Ser
475
Phe
Asp
Phe
Gly
Pro
555
Asp
Asp
Ser
Ala
Ser
635
Leu
Ala
Glu
Asn
Ile
715
Gln
Ala
Arg
Glu
Asp

795
Arg

Ser

Tyr
Arg
380
Ser
Asn
Thr
vVal
Lys
460
Ile
Gly
Ile
Leu
Gln
540
val
Arg
Arg
Lys
Ala
620
Glu
Cys
Arg
Glu
Thr
700
Ile
Asp
Thr
Met
Asp
780

Thr

Tyr

Ala
Gln
365
Leu
Cys
Tyr
vVal
Gly
445
Asp
Tyr
Gly
Asn
Lys
525
Gly
Ser
Gly
Thr
Ala
605
Ala
Asn
val
Phe
Glu
685
Tyr
Tyr
Lys
Gly
Ala
765
Asp

Gln

Leu

Gly
350
Arg
Pro
Lys
Asp
Ile
430
Glu
Gln
Gly

Glu

val
510

Tyr
Ala
Arg
Val
Ser
590
Gly
Asn
Val
Val
Val
670
Gly
Gly
Ala
vVal
Ser
750
Glu
Val
Lys

Ser

335
Pro

Ile
Arg
Pro
Gly
415
Leu
Leu
Gln
His
Pro
495
Leu
Ile
Ser
Glu
Cys
575
Ile
Ile
Pro
Asp
Arg
655
val
Leu
val
Lys
Ala
735
Ile
Ala
Asn

Phe

Phe
815

Phe
Arg
Ser
Gly
400
Ser
Ala
Thr
Ile
Glu
480
Lys
Leu
Glu
Ala
Trp
560
Leu
His
val
Ile
Leu
640
Asp
Gly
Ala
Glu
Glu
720
Lys
Pro
His
Met
Ser

800
Arg




Arg
Glu
Ile
Ile

865
Lys

Asp
Gln
Glu
850
His

Phe

Asn
val
835
val

Asn

Ser

Asn
820
Thr
Pro

Leu

His

Glu
Tyr
Glu
Ser

Asp
885

Leu
Gln
Lys
Ala

870
Leu

Leu
Arg
Asp
855
Phe

Lys

Leu
Asn

840
Leu

Tyr

Arg
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Phe
825
Arg
val
Asp

Lys

Ile
Phe
Asp
Ser

Met
890

Leu
Gly
Lys
Glu

875
Ile

Lys
Ala
Ala
860

Leu

Leu

Gln
Gln
845
Arg
Phe

Gln

Leu
830
Gln
Gln
Arg

Gln

val
Asp
Ile
Met

Phe
895

Ala

Thr

Asn

Asn
880
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1. Anticorpo monoclonal que é capaz de se ligar

Il e
:

o REIVINDICAGOES

es‘pecificamente a MCM2, ou uma variante ou fragmento desse,

caracterizado pelo fato do anticorpo ser selecionado do

grupo que consiste em:

(a) o anticorpo monoclonal produzido pela linha de
células de hibri'doma 27C5.6, depositada com a ATCC como
depbsito de Patente No. PTA-6668;

(b) o anticorpo monoclonal produzido pela linha de
células de hibridoma 26H6.19, depositada com a ATCC como
depdsito de Patente No. PTA-6667;

(c¢) um anticorpo monoclonal que tem as
caracteristicas de ligagdao do anticorpo monoclonal
produzido pela linha de células de hibridoma 27C5.6 ou
26H6.19;

(d) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
capaz de ligar o anticorpo monoclonal produzido pela linha
de células de hibridoma 27C5.6 ou 26H6.19;

(e) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende a sequiéncia de aminoacidos apresentada em
Id. de Seq. N°:3;

(f) um anticorpo monoclonal que se liga a um epitopo
que compreende a sequéncia de aminodcidos de Id. de Seq.
N°:14

(g) um anticorpo monoclonal que compete em um ensaio
de ligagdo competitiva com o anticorpo monoclonal produzido
pela linha de células de hibridoma 27C5.6 ou 26H6.19; e,

(h) um anticorpo monoclonal que é um fragmento de
ligacdo do antigeno de um anticorpo monoclonal de (a) -

(g), em que o fragmento retém a capacidade de se ligar
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especificamente a MCM2 ou uma variante ou fragmento desse.
2. Linha de células de hibridoma 27C5.6

caracterizada por ser depositada com a ATCC como depdsito

de Patente No. PTA-6668.
3. Linha de células de hibridoma 26H6.19

caracterizada por ser depositada com a ATCC como depbsito

de Patente No. PTA-6667.

4. Linha de células de hibridoma caracterizada por

ser <capaz de produzir um anticorpo monoclonal da
reivindicagdo 1.
5. Kit para diagnéstico de doenga cervical de alto

grau caracterizado por compreender pelo menos um anticorpo

monoclonal conforme definido na reivindicagdo 1.
6. Kit, de acordo com a reivindicacao 5,

caracterizado pelo fato do anticorpo monoclonal ser o

anticorpo monoclonal produzido pela linha de células de
hibridoma 27C5.6, depositada com a ATCC como depbsito de
Patente No. PTA-6668, ou o anticorpo monoclonal produzido
pela linha de células de hibridoma 26H6.19, depositada com
a ATCC como depdsito de Patente No. PTA-6667.

7. Kit, de acordo com a reivindicagao 5

caracterizado por compreender pelo menos dois anticorpos,

em que um primeiro anticorpo €& o anticorpo monoclonal
produzido pela 1linha de células de hibridoma 27C5.6,
depositada com a ATCC como depdsito de Patente No. PTA-6668
e um segundo anticorpo & o anticorpo monoclonal produzido
pela linha de células de hibridoma 26H6.19, depositada com
a ATCC como depdsito de Patente No. PTA-6667.

8. Kit, de acordo com a reivindicag¢ado 7,

caracterizado por também compreender um anticorpo que se
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liga especificamente a Topo2A.

9. Kit, de acordo com a reivindicagao 7,

P

caracterizado pelo fato de que cada anticorpo & fornecido

como um reagente de anticorpo separado.

10. Kit, de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizado pelo fato de que todos os anticorpos sdo

fornecidos como um cogquetel de anticorpos.
11. Kit, de acordo com a reivindicagdo 5,
I

caracterizado pelo fato de que o referido kit também

compreende um reagente de bloqueio de peroxidase, um
reagente de blogueio de proteina, agentes quimicos para a
detecgdo de ligagdo de anticorpo as referidas proteinas
biomarcadoras, uma contra-coloragdo, um agente de coloragdo
azul e instru¢des para uso.

12. Kit, de acordo com a reivindicagao 5

caracterizado por também compreender reagentes para

coloragdo de Pap.

13. Kit, de acordo com a reivindicacgao 12,

!
caracterizado pelo fato de que os reagentes para coloragédo

de Pap compreendem EA50 e Laranja G.
14. Método para diagnéstico de doenga cervical de

alto grau em um paciente caracterizado por compreender:

a) a obtengdo de uma amostra cervical do paciente;

b) o contato da amostra com pelo menos um anticorpo
monoclonal da reivindicacdo 1 que se liga especificamente a
MCM2; and,

c) deteccdo da ligagdo do anticorpo a MCM2.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 14,

caracterizado pelo fato do anticorpo monoclonal ser o

anticorpo monoclonal produzido pela linha de células de
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hibridoma 27C5.6, depositada com a ATCC como depdsito de
Patente No. PTA-6668 ou o anticorpo monoclonal produzido
pela linha de células de hibridoma 26H6.19, depositada com
a ATCC como depdsito de Patente No. PTA-6667.

16. Método, de acordo com a reivindicagao 14

caracterizado por compreender o contato da amostra com pelo

menos dois anticorpos monoclonais que se ligam
especificamente a MCM2, em que um primeiro anticorpo é o
anticorpo monoclonal produzido pela linha de células de
hibridoma 27C5.6, depositada com a ATCC como depdsito de
Patente No. PTA-6668 e um segundo anticorpo € o anticorpo
monoclonal produzido pela linha de células de hibridoma
26H6.19, depositada com a ATCC como depdsito de Patente No.
PTA-6667.

17. Método, de acordo com a reivindicagao 16,

caracterizado pelo fato de também compreender o contato da

amostra com um anticorpo que se 1liga especificamente a
Topo2A.
18. Método, de acordo com a reivindicagdao 16,

caracterizado pelo fato dos anticorpos fazerem contato com

a amostra seqlencialmente como reagentes de anticorpo

individuais ou simultaneamente como um coquetel de

anticorpos.

19. Polipeptideo isolado caracterizado pelo fato de

compreender um epitopo para ligagdo a um anticorpo
monoclonal de MCM2, em que o polipeptideo compreende uma
seqiiéncia de aminodcidos selecionada do grupo gue consiste
em:

(a) um polipeptideo que compreende a sequéncia de

aminodcidos apresentada em Id. de Seq. N°:3 ou 14; e,
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(b) um polipeptideo que tem pelo menos 30% de
identidade de seqiiéncia a Id. de Seq. N°:3 ou 14, em que O
polipeptideo tem atividade antigénica.

20. Método para a produgdo de um anticorpo de MCM2

caracterizado pelo fato de compreender a imunizag¢do de um

animal com um polipeptideo conforme definido na
reivindicag¢do 19.
21. Método para a produgdao de um anticorpo monoclonal

de MCM2 caracterizado por compreender:

(a) imunizacdo de um animal com um polipeptideo
conforme definido na reivindicagdo 19 sob condig¢des para
despertar uma resposta imune;

(b) isolacdo das células que produzem anticorpos do
animal;

(c) fusdo das células que produzem anticorpo com
células imortalizadas em cultura para formar células de
hibridoma que produzem anticorpo monoclonal;

(d) cultura das células de hibridoma; e,

(e) isolacdo de anticorpos monoclonais da cultura.
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ANTICORPOS MONOCLONAIS E METODOS PARA SEU USO NA DETECCKO
DE DOENGA CERVICAL

Séo fornecidos métodos e composigdes para O
diagnéstico de doenga cervical de alto grau em uma amostra
de paciente. As composigdes incluem novos anticorpos
monoclonais e variantes e fragmentos desses, que se ligam
especificamente a MCM2. Anticorpos monoclonais que tém as
caracteristicas de 1ligagdo de um anticorpo de MCM2 da
invencdo também sdo fornecidos. S&o também aqui reveladas
linhas de células de hibridoma que produzem um anticorpo
monoclonal de MCM2 da invengdo. As composigdes tém uso na
pridtica dos métodos para diagnéstico de doenga cervical de
alto grau que compreendem a detecgdo de superexpressdo de
MCM2 em uma amostra cervical de um paciente.,Kité para a
pratica dos métodos dé invencdo sdo também fornecidos. Os
polipeptideos que compreendem a sequiéncia de aminodcidos
para ‘um epitopo de MCM2 e métodos de uso desses
polipeptideos na produgdo de anticorpos também sdo

englobados pela presente invengao.
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