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Descricao referente a patente de in-

vencao de BEHRINGWERKE AKTIENGESELLS

CHAFT, alema, industrial e comercial]
com sede em D-3550 Marburg, Alemanha
Ocidental, (inventores: Dr. Klaus
Bosslet, Dr. Gerhard Seemann, Dr.
Hans Harald Sedlacek e Dr. Bernhard
Auerbach, residentes na Alemanha Oci
dental), para "PROCESSO PARA A PREPA
RACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS (ACM)
CONTRA ANTIGENES ASSOCIADOS A TUMO-
RES E DE COMPOSICOES FARMACEUTICAS E
DE DIAGNOSTICO QUE OS CONTEM".

DESCRICAO

A presente invencao refere-se a anticor
pos monoclonais (ACM) murinos, A, B, C e D, que sao dirigidos
contra antigenes associados a tumores. Descrevem-se as sequén-
cias nucleotidicas integrais vizinhas dos genes V destes anti-
corpos monoclonais de tal modo que os dominios variaveis respec
tivos sao combinados para formar anticorpos monoclonais guiméri
Cos, ou que se obtém anticorpos monoclonais "humanizados" por
integracao das regides hipervariaveis (Complementary Determi-
ning Regions = CDR) num esqueleto de um anticorpo monoclonal hu
mano. Estas construgoes de anticorpos monoclonais sdao utiliza-
veis na terapia humana e no diagnostico in vivo sem os inconve-
nientes observados dos anticorpos monoclonais murinos.

O ACM A reage contra um antigene 3, ©




ACM B contra um antigene 11 e o ACM C contra um antigene 7, os
quais se encontram todos descritos na EP-A2-0 141 079 e apresen
tam antigenes associados a membranas de linhas de células de tu
mores humanos permanentes, como as linhas de células CalLu-1,
Chago, Oat 75, Patull e Bewo. O ACM D é dirigido contra um epi-
topo sensivel a neuraminidase de Vibrio cholerae (NVC) do gan-
gliosido GD,, que € exposto em linhas de células do melanoma hu
manos.

Os ACMs A a D foram obtidos conforme

descrito em EP-A2-0 141 079 e isolados de acordo com métodos

! normais.

O ACM A liga-se a células dos comparti- !

mentos dos granuldocitos e a carcinomas do cdlon e do pancreas
| bem como a alguns carcinomas dos pulmbes e da mama, como se

: apresenta no Quadro 1.

Quadro 1l: Comportamento de ligacdo do ACM A

amostras de tecidos numero de positivos numero

malignos investigados total

Carcinoma colorectal:

Carcinoma primario 6 6
Metasteses no figado 15 16
Carcinoma do pancreas 6 8

Carcinoma do pulmao:

de células pequenas 1 2
adeno 9 10
epitélio plano 3

de células grandes 1 2
Carcinoma da mama 1 3

O ACM B liga-se a quase todos os carci-

nomas do tracto gastrointestinal bem como a alguns carcinomas




do ovario e ao adenocarcinoma do pulmdo, enquanto que ndo reage
com a maioria dos tecidos humanos normais ou apenas reage com
estes tecidos com locais que contém secrecgoes. No Quadro 2 apre

senta-se um resumo do comportamento de ligacao.

Quadro 2: Comportamento de ligagao do ACM B

amostras de tecidos nuamero de positivos numero

malignos investigados total

Carcinoma colorrectal:

primario 6

Metasteses no figado 9 10
Carcinoma do pancreas 5 6
Carcinoma do estodmago 4 4

Carcinoma do pulmao:

de células pequenas 2 11
adeno 9 10
epitélio plano 2 12
de células grandes 4* 12
Carcinoma da mama 2 9
Carcinoma do (locais que

ovario contém secrecgoes) 4 6
Carcinoma dos rins 1 12

* reaccgao fraca heterogénea

O ACM C apresenta uma reaccao nitida
com 70 a 80% dos tumores primarios do carcinoma do pancreas dos
estadios I e II (11/14). As metasteses do carcinoma do pancreas
de grau I e II parecem reagir positivamente no seu desenvolvi-
mento bem como os tumores primarios (3/4). O tipo de reaccdo

destes tecidos positivos significa, por consequéncia, que o epi

es



- maioria das metasteses no figado de carcinoma do cblon uma liga-

topo reconhecido pelo ACM C se encontra localizado no citoplas-
ma sobre a membrana e no espago intercelular.

Os carcinomas do pancreas de grau III
nao expressam o epitopo (tumor primadrio 0/2, metadsteses 0/5).
Uma vez que no entanto os carcinomas do pancreas dos graus I e
II constituem até 95% dos carcinomas do pancreas, o ACM C deve
ser reactivo com 60 a 70% de todos os carcinomas do pancreas.

Uma outra importante propriedade do ACM
C é a sua reactividade com o sistema de canais no pancreas com
uma inflamag@o croénica (pancreatite 10/13), ndo sendo possivel
pelo contrario detectar qualquer ligacao, no entanto, com teci-
dos pancreaticos saudaveis exdcrinos e enddécrinos (0/8). De en-
tre os tumores primarios de carcinoma do cdlon estudados apenas

uma minoria era reactiva (4/14), apresentando pelo contrario a

cao nitida (7/10).

As reactividades cruzadas do ACM C sao
restritas as células em taca produtoras de muco da mucosa do co
lon e do estOmago. Todos os restantes tecidos normais ensaiados,
incluindo os leucbocitos do sangue periférico e a medula Ossea,
nao expressam o epitopo associado a muco reconhecido pelo ACM C
(ver Quadro 3). O ACM C reconhece um epitopo num antigene asso-
ciado a tumores que pode ser detectado no soro de pacientes com
tumores gastrointestinais como por exemplo o carcinoma do pan-
Creas em concentracOes elevadas e como consequéncia pode ser

utilizado como marcador tumoral.
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Quadro 3: Revisdo sobre os tecidos humanos investigados com ACM
C (imunoperoxidades indirecta) fixados com formaldei-

do e incorporados em parafina.

Tumores do pancreas Grau I Grau II
Carcinoma primario 11/14 0/2
Mestasteses no figado do carcinoma 3/4 0/5
Carcinoma das papilas 1/2

Adenoma cistico 0/1

Tecidos do pancreas

Canais pancreaticos

alterados por pancreatite 10/13

Pancreas exocrino e

endocrino normal 0/8

Carcinoma do colon

Tumores primarios 4/14

Metasteses no Figado 7/10

Tecidos normais do cdlon

Células em taca da mucosa

parte luminal 9/10

Parte da mucosa com actividade

muscular 3/10
Mucosas musculares 0/7
Submucosa 0/7
TGnica muscular 0/7
Carcinoma do pulmao 8/18

(poucas células tumorais)

Carcinoma da mama 0/3




Quadro 3 (cont.)

Grau I Grau IT
Outros tecidos normais estudados
Pulmao 0/3
Figado 0/5
Mama 0/1
R musculatura 0/2
Estomago
Células prod. muco 3/3
Rim 0/5
Ganglios linfaticos 0/4
Bacgo 0/2
Medula Ossea ’ 0/1
Leucocitos do sangue periférico 0/2
Tecido conjuntivo 0/2
Musculatura 0/10

O ACM D reconhece um epitopo sensivel a
NVC no gangliosido GD,, o qual nao ocorre em outros ganglidsi-

dos cerebrais de bovino incluindo GD3, GM3, GMla’ Gle, GD e

la
GM4. Por meio do ACM D é possivel corar todos os gliomas, menin
giomas e neurilemomas em tecido cerebral humano normal. No Qua-
dro 4 apresentam-se as propriedades do ACM D com respeito a tu-

mores intracranianos.
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Quadro 4

Numeros de tumores

positivos numero total

Classificacao dos tumores

Gliomas bem diferenciados,

de grau I e II 6 6
Gliomas malignos,

de grau III e IV 10 10
Meningiomas 11 11
Neurilemomas 4 4
Adenoma da glandula pineal 0 5
Metasteses de carcinomas 0 1

Para além disso o epitopo definido pelo
ACM D esta presente em neuroblastomas, ganglioneuroblastomas e

ganglioneuromas. No Quadro 5 apresenta-se um resumo.




Quadro 5: Reactividade do ACM D com neuroblastomas e tumores de

pequenas células arredondadas infantis

Nimeros de tumores

Neurobrastomas positivos numero total
Grau I 1 1
Grau II 6 6
Grau IIT 4 4

. XX
Ganglioneuroblastomas 3 3
Sarcoma de Ewing 0 2

Sarcoma de Rhabdomyos

Linfoma nao de Hodgkin XX 5

X Classificacao segundo Hughes
XX Células dos ganglios

XXX Algumas células tumorais positivas

O ACM D é por conseguinte adequado para
o diagndstico diferencial de neuroblastomas e de tumores de pe-
quenas células arredondadas infantis.

A especificidade do ACM D em relacgdo a
dois outros dos tumores derivados da neuroectoderme, nomeadamen
te melanomas e carcinomas do pulmao de células pequenas (SCLC),

bem como contra tumores nao alterados é apresentada no Quadro 6.
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Quadro 6:

Nameros de tumores

positivos namero total

Melanoma 4% 10

SCLC 2% 11
Carcinoma do colon 0 3
Carcinoma da mama 0 3

nao SCLC:

Adenocarcinomas 0 3
Carcinomas do pulmao-epitélio liso 0 3
Carcinomas de células grandes 0

* Coloracao fraca e heterogénea de algumas poucas células tu-

morails

Por meio do método descrito nos exem-
plos isolaram-se os genes V das imunoglobulinas de ACM A a ACM
D.

As sequéncias nucleotidicas e proteicas
sao apresentadas nos Quadros 7 (gene V do ACM A), 8 (gene V do
ACM B), 9 (gene V do ACM C) e 10 (gene V do ACM D). As CDR's
sao nestes casos identificaveis de acordo com Kabat e Wu (acima
citados, ver Exemplos da pagina 10).

A presente invencao refere-se também
aos epitopos especificados pelos ACM A, B, C e D, aos anticor-
pos monoclonais contra estes epitopos, dos quais sao especial-
mente preferidos os ACM A, B, C e D, bem como a anticorpos mono

clonais que contém os genes V acima especificados ou partes des




tes (Complementarity Determining Regions), sendo preferida uma

construcao ou partes da construcao de anticorpo monoclonal huma
no. Para além disso a presente invencdo refere-se a construcdes
que contém estes genes V ou partes destes em conjunto com enzi-
mas ou marcacoes radioactivas ou toxinas ou anticorpos monoclo-
nais cataliticos ou diferentes especificidades de genes V ou an
tigenes da classe I ou da classe II de MHC ou componentes cito-
liticos. Finalmente a presente invencdo refere-se a composicdes
farmaceuticas que contém os referidos ACM e a utilizacdo destes

ACM para o diagndstico in vitro ou in vivo.

A presente invencgao € elucidada por in-
termédio dos exemplos e encontra-se definida pelas reivindica-

goes.

Exemplos:

Neste exemplo utilizou-se a reaccao de
cadeia de polimerase (PCR) de acordo com Saiki et al., Science
230, 1350-1354 (1985) para a clonagem e para a expressao dos do

minios variaveis de imunoglobulinas (Ig) murinas.

1. Identificagao de regibes conservativas nas extremidades 5'
e 3' da cadeia pesada de Ig (VH) e da cadeia leve de Ig (VK)

de murino

A partir dos dados de Kabat et al., Se-
quences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. of Heal
th and Human Services, US Government Printing Office (1987), re
tiraram-se as sequéncias orientadas uma apds a outra das regi-
Oes variaveis. As sequéncias nucleotidicas iniciam-se na extre-
midade amino-terminal da proteina madura e nao incluem sequén-
cias de sinal. Por meio de busca executada ao computador
(DBUTIL, R. Staden (1986) Nucleic Acids Res. 14, 217-231) encon

traram-se iniciadores apropriados para a sintese de ADNc e de

amplimeros para utilizacido na PCR:




Oligonucledtido I:

Bst EII VH1FORWARD
5" TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCA G 3!

Oligonucledtido II:

CK1
5' TGC AGC ATC AGCC 3

Oligonucledtido III:

5' AG GTC CAG CTG CAG GAG TCT GG 3!
G A A C A
PstI
VH1 BACKWARD

Oligonucledtido IV:

5' GAC ATT CAG CTG ACC CAG TCT CCa 3
Pvull
VK1 BACKWARD

Oligonucleotido V:

VK1FORWARD
5' GTT AGA TCT CCA GCT TGG TCC C 3
Bgl II

2. Sintese do ADNc

A partir de cerca de 3 x 108 células de
cada hibridoma que segrega qualquer dos ACM A, B, C ou D prepa-
rou-se ARN e a partir deste obteve-se poli A+ ARNm concentrado
com o auxilio de Oligo dT Sepharose. Utilizou-se o poli A+ ARNm
para a sintese de ADNc. As primeiras cadeias de ADNc foram sin-
tetizadas com o auxilio de iniciadores oligonucleotidicos que
hibridavam na regiao J das sequéncias nucleotidicas Vi (oligonu

cleotido I) e na extremidade 5' das sequéncias nucleotidicas do




gene Kappa C (oligonucledtido II).

Em seguida destruiu-se o ARN por trata-
mento com NaOH. Efectuou-se a sintese do ADNc de cadeia dupla
usando iniciadores oligonucleodotidicos que hibridavam na extremi
dade 5' das sequéncias nucleotidicas Vg (oligonucledotido III) e
VKappa (oligonucleotido IV).

3. Amplificacadao do ADNc sintetizado e sequenciacao dos domi-

nios variaveis

O ADN obtido conforme descrito em 2.
foi amplificado com o auxilio dos oligonucledtidos I, III, IV e

V (o oligonucledtido V hibridou na regido J da sequéncia nucleo]

tidica VKappa) e da enzima polimerase de ADN Tag de Thermophi-
lus aquaticus. Um ensaio tipico num volume total de 50 pl conti
nha 5 pl de ADN (preparado em 2.) e 25 pmol de amplimero, com
uma concentracao de 250 pM de cada um de dATP, 4dTTP, d4dCTP e
dGTP, 65 mM de tris.HCl1l a pH 8,8, 17 mM de MgClz, 200 pg/ml de
gelatina e 2 unidades de polimerase Tag. A mistura reaccional
foi coberta com uma camada de 6leo de parafina e em seguida foi
submetida a 25 ciclos cada um de 1 min a 959C (para desnatura-
¢ao), 1 min a 309C (hibridacdo) e 2 min a 72°C (sintese de ADN)
por meio de um bloco de aquecimento programavel Teche PHC-1.

Os oligonucleotidos usados para a clona
gem e a amplificacdo do ADNc contém locais de corte por restri-
¢ao. Por meio da clonagem e da amplificacdo do ADNc introduzi-
ram-se estes locais de corte por restricdo na extremidade 5' e
na extremidade 3' das sequéncias Vy e VKappa (Pst I e BstEII em
Vy e Pvu ITI e BglII em VKappa)'

Estes locais de corte por restrigdo fo-
ram em seguida utilizados a fim de clonar os fragmentos de ADNc
de VH e de VK em vectores M13 (Lys 19, Lys 17) (Verhoyen et al.,
Science 239, (1988), 1534-1536).

Por fim determinaram-se as sequéncias
nucleotidicas de cada um dos fragmentos de ADNc de VH e de
VKappa com o método de Sanger (PNAS, USA, 74, 5463-5467, (1977))

a partir dos vectores de Lys 19 e Lys 17 (ver Quadros 7, 8, 9 e




10).
Os exemplos 4 e 5 destinam~se a eluci-
dar a utilizacao dos anticorpos monoclonais referidos para o

diagndostico de tumores malignos por meio do ACM C.

Exemplo 4:

Ligou-se o ACM C por adsorgao nas pare-
des de alvéolos em placas de microtitulacido (Nunc). Para cada
um dos alvéolos preparados deste modo pipetaram-se 100 pl da
amostra e incubou-se durante 2 ou 3 h a 379C. ApOs 3 lavagens
com tampao de lavagem Enzygnost diluido (OSEW, BW), adicionaram

-se a cada alvéolo 100 pl de solucdo de conjugado. Os conjuga-

s . . .
dos utilizados foram os da enzima peroxidase tanto com lecitina:

(por exemplo: aglutinina de gérmen de trigo (wheat germ agglu-
tinin = WGA) como também com outros anticorpos que reconhecem
outros epitopos dos antigenes associados a tumores definidos pe
lo ACM C. Em seguida efectuou-se uma fase de incubacado de duas
horas ou de trés horas a 372C com um triplo ciclo de lavagem.
Para a terceira fase de lavagem a tempe
ratura ambiente pipetaram-se em seguida para cada alveolo 100
pl de uma solugao tampao/substrato-cromogénico (OUVG/OUVF, BW)
e fez-se terminar a reacc¢ao enzimatica apos 30 min com 100 pl
de solucao de paragem Enzygnost (OSFA, BW). Mediu-se a extincdo

das amostras a 450 nm.

Resultado:

Os valores de extingao medidos como des
crito correspondem nos seus maximos a concentracao do/dos anti-
gene(s) na amostra. A concentracao do antigene definido por
meio da ligacao especifica do ACM C no soro ou no plasma de pa-
cientes com tumores malignos encontra-se nitidamente aumentada
em comparacao com individuos saudaveis de comparacdo ou com pa-
cientes com doencas benignas. Esta condicdo foi verificada prin
cipalmente para pacientes com um carcinoma do pancreas (Figura
1) . Também se mediram concentracoes nitidamente mais elevadas
especialmente em pacientes com um carcinoma do estdmago, do co-

lon ou do recto. Independentemente do sistema conjugado - tanto

- 13 -
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de antocorpo-peroxidase (por exemplo Figura 1) como WGA-peroxi-
dase - foram obtidos bons resultados comparaveis. A utilizacao
do ACM C como componente de ligagao especifico permite preparar
um ensaio de marcacao de tumores sensivel para doencas malignas

e especialmente para doengas cancerosas gastrointestinais.

Exemplo 5:

Pipetaram-se para cada ensaio 5 ug do
ACM C ou, para branco de comparacgao, 5 ug do ACM C50 (Pharmacias:
Holmgren et al., British Medical Journal 288: 1479, (1984)) em
50 ul de PBS para um dispositivo de ensaio CA 19-9 (CA 19-9 EIA
"Roche") com o padrao mais elevado (100 U/ml) antes do inicio
da incubacao. Apos o fim do ensaio correspondente ao procedimen

to do ensaio original determinou-se a extincdo de cada amostra.

Resultado:

Por meio da diluicao adicional do anti-
gene padrao ap6s adicdo da solucao de PBS reduziu-se de modo in
significante o sinal do padrdao mais elevado mesmo sem adicdo do
ACM. Nao se verificou qualquer outra reducdo do sinal por meio
da presenca do ACM C na mistura reaccional do ensaio. Em oposi-
¢a@o a esta constatacdo, a formacdo do sinal foi completamente
reprimida por meio do ACM C50, o gqual se liga de forma especifi
ca, como sabido, entre outros ao epitopo de "sialosilo Lea" re-
conhecido pelo ACM 19-9 (Figura 2). Daqui é possivel concluir
que o ACM C reconhece um epitopo diferente do reconhecido pelo

ACM 19-9.




Quadro 7
ACM A
VH
Q v.og L 9 E $ G G G L V Q P G G S L R L

CAGGTCCAACTGCAGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGAGACTC
10 20 30 40 50 60

s ¢ A TS G F S DY Y M NW V R Q P P G

TCCTGCGCAACTTCTGGGTTCAGTGATTACTACATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCAGGA
70 80 90 100 110 120

K A L E W L G F I 8 N K P N G H T T E Y

AAAGCACTTGAGTGGTTGGGTTTTATTTCAAACAAACCTAATGGTCACACAACAGAGTAC
130 140 150 160 170 180

S A s vV X. G R F T I S R DN S Q S I L Y

AGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGATAATTCCCAAAGCATCCTCTAT
190 200 210 220 230 240

L ¢ M NT L RAUED S AT Y Y CA R D K

CTTCAAATGAACACCCTGAGAGCTGAGGACAGTGCCACTTATTATTGTGCAAGAGATAAG
250 260 270 280 290 300

G I R WY F D V W G Q G T T V T V S S

GGAATACGATGGTACTTCGATGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
310 320 330 340 350

ACM A
VK
A°I L s A s P G E K V ™M T C R A S S S

AGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAG
10 20 30 40 50 60

v §$S Y M H W Y Q Q K P G S S P K P W I Y

TGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGATCCTCCCCCAAACCCTGGATTTA
70 80 90 100 110 120

AT S N L A S GV P A RF S G S G S G T

TGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAC
130 140 150 160 170 180

S Yy s L T I I RV E A E DA AT Y Y C Q

CTCTTACTCTCTCACAATCATCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA
190 200 210 220 230 240

Q W § 8§ N P L T F G A G T K L E I

GCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGATC
250 260 270 280 290




Quadro 8

ACM B
VH
L Q E S G P DL V K P S Q S L S L T C T

CTGCAGGAGTCAGGACCTGACCTGGTGAAACCTTCTCAGTCACTTTCACTCACCTGCACT
10 20 30 40 50 60

v T 6 ¥ §s I T 8§ G Y S W HW I R Q F P G

GTCACTGGCTACTCCATCACCAGTGGTTATAGCTGGCACTGGATCCGGCAGTTTCCAGGA
70 80 90 100 110 120

N K L E WM G Y I Q ¥ S G I T N Y N P S

AACAAACTGGAATGGATGGGCTACATACAGTACAGTGGTATCACTAACTACAACCCCTCT
130 140 150 160 170 180

L K § R I 8 I T R D T S K N Q F F L Q L

CTCAAAAGTCGAATCTCTATCACTCGAGACACATCCAAGAACCAGTTCTTCCTGCAGTTG
190 200 210 220 230 240

N §S VT T E D T A T Y Y C A R E D Y D Y

AATTCAGTGACTACTGAGGACACAGCCACATATTACTGTGCAAGAGAAGACTATGATTAC
250 260 270 280 290 300

H WY ¥ DV W GA A G T T V T V S 8§

CACTGGTACTTCGATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
310 320 330 340 350

ACM B
VK
L.T @ s p A I M S A S L G EE I TUL T C

CTGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCTAGGGGAGGAGATCACCCTAACCTGC
10 20 30 40 50 60

s T s s 8§ Vv §S Y M H W Y Q Q K S G T s P

AGTACCAGCTCGAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACTTCTCCC
70 80 90 100 110 120

K L L I ¥ 8 T S N L A S G V P S R F S G

AAACTCTTGATTTATAGCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCAGTGGC
130 140 150 160 170 180

s G 8§ 6T F Y S L T I S S V E A E D A A

AGTGGGTCTGGGACCTTTTATTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATGCTGCC
190 200 210 220 230 240

b Yy ¥ ¢C H Q W S S Y P T F G G G T K L E

GATTATTACTGCCATCAGTGGAGTAGTTATCCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAG
250 260 270 280 290 300
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Quadro 9

ACM C

VH
Q v . ¢ L ¢ ¢ S G p E L V K P G A S V K M

CAGGTCCAACTGCAGCAGTCTGGACCTGAGCTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGAAGATG
10 20 30 40 50 60

s ¢ K A s G Y T F T Y Y V I H W V K Q K

TCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTTACTATGTTATTCACTGGGTGAAACAGAAG
70 80 90 100 110 120

P 6 0 G L E W I G Y I H P Y N A G T E Y

CCTGGGCAGGGCCTTGAGTGGATTGGATACATTCATCCTTACAATGCTGGTACTGAGTAC
130 140 150 160 170 180

N E K' F XK G K A T L T S D K 8§ S 8§ T A Y

AATGAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACACTGACTTCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTAC
190 200 210 220 230 240

M E L § s L T s E D S A V Y Y C S M G R

ATGGAGCTCAGCAGCCTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTTCAATGGGACGA
250 260 270 280 290 300

G 6D Y W G Q G T T V T V S S

GGGGGTGACTACTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA
310 320 330 340

ACM C
VK
L T ¢ s p A I M S A S P G E K V T M T C

CTGACCCAGTCTCCAGCAATTATGTCTGCATCTCCTGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGC
10 20 30 40 50 60

S A S § 5 vV S Y M HW Y Q Q K S G T s P

AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCC
70 80 90 100 110 120

K R W I ¥ D T S K L A S G V P A R F § G

AAAAGATGGATTTATGACACATCCAAACTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGC
130 140 150 160 170 180

s 6 s 6 T Ss Y s L TTI S S M E A E D A A

AGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCC
190 200 210 220 230 240

T ¥ ¥ ¢C Q ¢ W s s N P F T F G A G T K L

ACTTATTACTGCCAGCAGTGGAGTAGTAACCCATTCACGTTCGGCGCGGGGACCAAGCTG
250 260 270 280 290 300

E I
GAGATC

- 17 -
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Quadro 10
ACM D
VH
A E S G P G L V R L T S L 8 I T C T V S

GCAGAGTCAGGGCCTGGCCTGGTGCGCCTCACGAGCCTGTCCATCACTTGCACTGTCTCT
10 20 30 40 50 60

G F § L I s ¥ G V HW V R Q P P G K G L

GGCTTTTCATTAATTAGTTATGGTGTACACTGGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTG
70 80 90 100 110 120

E W L GV I WA GG S TN Y N S A L M S

GAGTGGCTGGGAGTAATATGGGCAGGTGGAAGCACAAATTATAATTCGGCTCTCATGTCC
130 140 150 160 170 180

R L § I s K D N S K S Q V F L K M N S L

AGACTGAGCATCAGCAAAGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTG
190 200 210 220 230 240

Q T G D T™ A I ¥ Y C A R G G D D Y D G F

CAAACTGGTGACACAGCCATATACTACTGTGCCAGAGGGGGGGATGATTACGATGGGTTT
250 260 270 280 290 300

ACM D
, VK
L A Q S T K R K N Y L A W Y Q Q K P G 0

TCTGGCTCAGAGTACAAAGCGAAAGAACTACTTGGCTTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCA
! 10 20 30 40 50 60

S P K L L I ¥ WA S T RE S G V P D R F

GTCTCCTAAACTACTGATCTACTGGGCATCCACTCGGGAATCTGGGGTCCCTGATCGCTT
70 80 90 100 110 120

T G §$ G §$ G T D F TUL TTI S S V Q A E D

CACAGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTGTGCAGGCTGAAGA
130 140 150 160 170 180

L A VY Y C K Q S Y NL R A F G G G T K
CCTGGCAGTTTATTACTGCAAACAATCTTATAATCTTCGGGCGTTCGGTGGAGGGACCAA

. 190 200 210 220 230 240
| L E I K
GCTGGAGATCAAA
250

- 18 -
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REIVINDICACOES

Processo para a preparagao de

pos monoclonais, caracterizado por se utilizar para imunizacao

O epitopo que se liga aos anticorpos monoclonais (ACM) A, B, C

ou D, sendo os ACM's A, B, C e D caracterizados pelos

variaveis de acordo com os Quadros 7, 8, 9 e 10, respectivamen-—

te.

Processo para a preparacao de
pos monoclonais, caracterizado por se integrar o ADNc
nios variaveis de acordo com os Quadros 7, 8, 9 ou 10
trutura de anticorpo humano e se provocar a expressao

ma de expressao apropriado.

Processo para a preparacgao de
pos monoclonais, caracterizado por se integrar o ADNc
nios variaveis de acordo com os Quadros 7, 8, 9 ou 10
trutura de anticorpo murino e se provocar a expressao

ma de expressao apropriado.

Processo para a preparagao de

- 19 -

anticor-

dominios

anticor-
dos domi-
numa es-

num siste

anticor-
dos domi-
numa es-

num siste

uma compo




sicao farmacéutica, caracterizado por se misturarem anticorpos
monoclonais preparados de acordo com qualquer das reivindica-

goes 1, 2 ou 3 com substdncias veiculares habituais.

Processo para a preparacao de agentes
de diagndstico, caracterizado por se utilizarem anticorpos mono
clonais preparados de acordo com qualquer das reivindicacgodes 1,
2 ou 3.

A requerente reivindica a prioridade do
pedido alemao apresentado em 24 de Marco de 1989, sob o ne. P
39 09 799.4.

Lisboa, 22 de Marco de 1990.
O AGENTE GRICIAL DL v npADE INDTUSTRLL
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGCAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS (ACM)
CONTRA ANTIGENES ASSOCIADOS A TUMORES E DE COMPOSICOES
FARMACEUTICAS E DE DIAGNOSTICO QUE OS CONTEM"

A invencdo refere-se a um processo para
a preparacao de anticorpos monoclonais que compreende utilizar-
-se para imunizacao o epitopo que se liga aos anticorpos mono-
clonais (ACM) A, B, C ou D, sendo os ACM's A, B, C e D caracte-
rizados pelos dominios variaveis de acordo com os Quadros 7, 8,

9 e 10, da descrigao, respectivamente.
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LEGENDA DA FIGURA 1:

NS significa amostras de soro de dadores de sangue saudaveis
(n=141);

AP significa amostras de soro de pacientes com pancreatite aguda
(n=56);

CP significa amostras de soro de pacientes com pancreatite cro-
nica (n=40) e

Pan-Ca significa pacientes com carcinoma do pancreas (n=82);

A significa extingao.

LEGENDA DA FIGURA 2:

Ver Figura 1; (A 19-9 significa ACM CA 19-19).



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

