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Relatério Descritivo da Patente de Invengéao para "ANTICORPO
ANTI-CS1 ISOLADO, FRAGMENTO DE LIGAGAO DE ANTIGENO, COM-
POSTO CONJUGADO E COMPOSIGAO FARMACEUTICA".
CAMPO DA INVENCAQ

A invencao refere-se ao campo de antagonistas e anticorpos no

tratamento de doencas, incluindo doencgas relacionadas a auto-imune e can-
cer. A invencao também se refere a métodos para detectar, identificar e mo-
dular estas doencas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Expressdo aumentada de imunoglobulina € uma caracteristica

de muitas doengas. Secrecdo de nivel elevado de imunoglobulina causa
uma variedade de disturbios, incluindo sindrome da hiperviscosidade, um
disturbio debilitante resultando em fadiga, dores de cabecga, falta de ar,
confusdo mental, dor de térax, faléncia e dano de rim, problemas de visdo
e o fendmeno de Raynaud (circulacdo de sangue pobre, particularmente
dedos, dedos do pé, nariz e orelhas). Doenc¢a de aglutinina fria, crioglobuli-
nemia misturada, hipergamaglobulinemia, sindrome de Sjogren, Liquen
mixedematoso, e doenga de Gaucher s&o exemplos de doengas associa-
das com expressdo aumentada de imunoglobulina.

Expressdo aumentada de imunoglobulina visada para autoprotei-
nas € um marca de autenticidade de doencgas auto-imunes. Doenga auto-imune
€ uma faléncia do sistema imune de reconhecer auto-antigenos como proprios.
Em doencas auto-imunes, o sistema imune se ataca erradamente, visando cé-
lulas, tecidos e 6rgaos, resultando eventualmente na destruicdo de sistemas
fisiologicos. Doengas auto-imunes e de auto-imunidade sdo multi-fatoriais em
origem, com predisposicao genética, fatores de hospedeiro (por exemplo, fra-
queza de controles de imunorreguladores, defeitos em células T supressoras,
ou estimulagao policlonal de células B resistentes a controles), fatores ambien-
tais € mecanismos dirigidos por antigeno sendo implicados no desenvolvimento
de auto-imunidade e producdo de auto-anticorpos a auto-antigenos.

Disturbios gastrointestinais e Lupus Eritematoso Sistémico (SLE)

sa0 dois exemplos de doencgas auto-imunes. Doenca inflamatéria de intesti-
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no (IBD), um subgrupo distirbios gastrointestinais, € um grupo disturbios
incuraveis que afetam aproximadamente 4 milhdes de individuos mundial-
mente. A etiologia de doenca inflamatéria de intestino recorrente & atual-
mente desconhecida. Teorias incluem uma destruicdo mediada auto-imune
de células gastrointestinais, incluindo linfécitos. Agregagéo homotipica a-
normal em modelos de doenga inflamatéria de intestino hereditaria foi de-
monstrada previamente, e mutagdes em NOD2, um gene implicado em dis-
tarbios auto-imunes, foram mostradas a predisporem os pacientes a doenga
de Crohn. Ni, J. e outros, immunological abnormality in C3H/HeJ mice with
heritable inflammatory bowel disease, Cell Immunol. 169:7-15 (1996); Ogura,
Y. e outros, A frameshift mutation in NOD2 associated with susceptibility to
Crohn's Disease, Nature 411: 603-606 (2001).

IBDs afetam freqlientemente o intestino delgado e c¢délon, mas
pode envolver qualquer porcdo do trato gastrointestinal. Ha mais de 1 mi-

Ihdo de pessoas diagnosticadas com IBD nos Estados Unidos somente, com

" mais de 10.000 novos casos diagnosticados anualmente. Por causa do efei- -

to drastico na qualidade de vida para pacientes de IBD, dezenas de milhares
de horas perdidas sdo reivindicadas anualmente, igualando-se a 1 bilhdo de
délares em dias de trabalho perdidos por ano.

IBD produz uma faixa de sintomas gastrointestinais e extraintes-
tinais, incluindo diarréia, hemorragia retal, dor abdominal, perda de peso,
distarbios de pele e otho, e maturagio sexual e crescimento atrasado em
criangas. Dois tipos de IBD séo colite ulcerativa e doenga de Crohn, que
compartilham sintomas similares e manifestagdes fisioldgicas, mas se dife-
rem na maneira na qual eles afetam o trato digestivo. Colite ulcerativa é ca-
racterizada por inflamag&o uicerativa de toda ou parte da mucosa coldnica,
mais freqlientemente incluindo o reto. Seus sintomas incluem hemorragia
retal e urgéncia, tenesmo, e diarréia. Colite ulcerativa € acompanhada por
sérias complicagbes a curto e longo prazo. As complica¢gbes a curto prazo
mais sérias sdo colites fulminantes, megacélon téxico, e perfuragédo. Compli-
cacdes a longo prazo severas incluem osteoporose e cancer colorretal.

A doenca de Crohn é uma inflamagao transmural crénica que

L
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pode afetar qualquer parte do trato gastrointestinal, da boca ao anus. A do-
enca de Crohn é descontinua, com &areas néo-afetadas espalhadas entre
uma ou mais areas envolvidas. Posteriormente na doenga, a mucosa de-
senvolve uma aparéncia de paralelepipedo, que resulta de ulceragdes longi-
tudinais profundas interlagadas com mucosa normal interveniente.

A maioria dos pacientes de doenga de Crohn apresentam sinto-
mas de delicadeza e dor abdominal, diarréia crénica ou noturna, hemorragia
retal, perda de peso, e febre. A doenga de Crohn evolui com o passar do
tempo de uma doenga principalmente inflamatéria em um dentre dois padréo
clinicos: estreitamento (obstrutiva) ou penetrante (fistulizagdo). Na forma de
estreitamento, inflamagdo transmural produz proliferagdo fibromuscular na
parede intestinal, seguida por estreitamento luminal. Sintomas de obstrugéo
tornam-se comuns como progressos de CD. Na forma penetrante, os tratos
dos seios formam como inflamagéo taneis através da parede do intestino e
abrem brechas na superficie serosa, fistulizagdo em tecidos adjacentes e
até mesmo através da pele.

Colite ulcerativa e doenga de Crohn geralmente sdo diagnosti-
cadas empregando critérios clinicos, endoscépicos, e histoldgicos. Entretan-
to, até agora as técnicas de diagnéstico tradicionais estabeleceram que ne-
nhuma unica descoberta é absolutamente diagnédstica para uma doenca ou
outra. Além disso, aproximadamente 20 % de pacientes t&ém um quadro cli-
nico que cai entre a doenga de Crohn e colite ulcerativa. Pacientes que se
encaixam neste perfil sdo ditos ter colite indeterminada.

Sintomas de IBD podem grandemente impactar o bem-estar de
um paciente, qualidade de vida, e capacidade para funcionar. Periodos in-
flamatorios sdo prolongados e freqiientes, e dependendo da severidade,
incapacitantes de vida. Porque IBD é crdnico e tipicamente tem um comego
antes de 30 anos de idade, os pacientes geralmente requerem tratamento
vitalicio. A elucidagdo de um papel para novas proteinas e compostos em
estados de doenga para identificacdo de objetivos potenciais e marcadores
diagnésticos é valiosa para melhorar o tratamento atual de pacientes de do-

enga de intestino inflamatdria.

11



10

15

20

25

30

SLE é caracterizado pela produgéo de auto-anticorpos para uma
variedade de moléculas ubiquas, que podem ter conseqiiéncias patogénicas
incluindo dano a numerosos 6rgéos e tecidos, incluindo pele, rim, cérebro, e
coragdo. Os tratamentos aprovados atuais para SLE envolvem imunossu-
pressdo ndo-especifica e controle de sintoma por meio de esterdides, dro-
gas imunossupressoras, imunomoduladores, e drogas antimalaricas. Entre-
tanto, estes métodos de tratamento resultam em riscos de toxicidade renal e
mortalidade precoce. Deste modo, é desejavel desenvolver um novo método
que especificamente interfere na ativagéo de linfécito e produgdo de auto-
anticorpo.

Outras doengas auto-imunes em que expressdo aumentada de
imunoglobulina e/ou células B desempenham um papel significante incluem
trombocitopenia idiopatica, artrite reumatéide (RA), anemia hemolitica auto-
imune, e Miastenia grave. Evidéncia para o papel de células de B efou imu-
noglobulina aumentada vem de estudos com pacientes tratados com este-
réides, agentes imunossupressores, e/ou anticorpos anti-CD20 (gque visam
células B). Melhoria em sintomas nestes doencas correlacionam-se com
uma diminuigdo em células B e/ou imunoglobulina de soro, grifando o papel
principal que células B desempenham em uma variedade de doencas auto-
imunes.

Expressdo aumentada de imunoglobulina também pode ser vista
em doencas malignas. Como auto-imunes semelhantes, a etiologia de can-
cer é semelhantemente multifatorial em origem. Cancer, que é a segunda
causa principal de morte nos Estados Unidos, foi ligado a mutagGes em DNA
que causam crescimento desenfreado de células. Predisposi¢do genética
desempenha um papel grande no desenvolvimento de muitos canceres,
combinada com fatores ambientais, tais como fumo e mutagénese quimica.

Cancer pode ocorrer em qualquer tecido ou orgéo do corpo. Ne-
oplasmas de célula plasmatica, incluindo mieloma multiplo, mieloma "solita-
rio" de osso, plasmacitoma extramedular, leucemia de célula plasmatica,
macroglobulinemia (incluindo macroglobulinemia de Waldenstrom), doenga

de cadeia pesada, amiloidose priméaria, gamopatia monoclonal de significa-
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¢do desconhecida (MGUS) séo associadas com expressé@o aumentada de
imunoglobulina. Leucemia linfocitica crénica (CLL), um neoplasma de célula
nao-plasmatica, também esta associada com niveis elevados de expressado
de imunoglobulina.

Mielomas, ou doenca de Kahler, sdo tumores de células plasma-
ticas derivados de um Gnico clone, que tipicamente se originam em tecido
linféide secundario e entdo migram em e residem em tecido de medula 6s-
sea. Mielomas afetam geralmente a medula éssea e estruturas de osso ad-
jacentes, com sintomas primarios de dor de osso e fraturas patologicas ou
lesBes (lesbes de osso osteoliticas), hemorragia anormal, anemia e susceti-
bilidade aumentada a infecgbes. Fases avangadas da doenga incluem falén-
cia renal, deformidades de esqueleto, compactagdo da medula espinhal, e
hipercalcemia. Mieloma afeta células de osso por indug&o de reabsorgdo de
osteoclasto de osso, entdo dizimando estrutura de osso e aumentando con-
centragdo de calcio em plasma. A etiologia de mielomas é atualmente des-
conhecida. Ligagdo a dano de radiagdo, mutagbes em oncogenes, causas
familiares e expressdo de IL6 anormal foram postuladas.

Mielomas multiplos sdo tumores de célula plasmatica com ori-
gens multiplas. Mielomas mlltiplos séo responsaveis por quase 10 % de
todas as malignidades de célula plasmatica, e sdo o cancer de tumor de os-
so mais comum em adultos, com uma taxa incidente anual de 3 a 4 casos
por 100.000 pessoas. Nos Estados Unidos, mielomas muiitiplos séo a se-
gunda malignidade hematolégica mais comum apés o Linfoma de Né&o-
Hodgkin, com aproximadamente 50.000 casos nos Estados Unidos somen-
te, e aproximadamente 13.500 novos casos informados todos os anos. A
perspectiva de progndstico para pacientes diagnosticados com mielomas
maltiplos é severa, com somente varios meses a um ano para pacientes
com formas avangadas da doenga.

Regi6es de tratamento tradicionais para mieloma e mielomas
multiplos (daqui por diante referidas como "mieloma”) consistem em guimio-
terapia, terapia de radiagao, e cirurgia. Além disso, transplantagdo de medu-

la ssea é recomendada para pacientes que estdo de outra maneira em sa-



10

15

20

25

30

Ude boa. A taxa de cura para pacientes aproxima-se de 30%, e € o Unico
método conhecido que pode curar mielomas. Entretanto, para individuos
que sdo mais velhos ou ndo podem tolerar procedimentos de transpiantagéo
de medula 6ssea, quimioterapia € muito apropriada.

Procedimentos diagndsticos atuais incluem raios X, aspiragdo
de medula éssea, testes de sangue e urina (para detectar a presenga da
proteina de Bence Jones), e o ensaio de taxa de sedimentagéo de eritrocito.
Marcadores de superficie de célula potenciais em células plasmaticas mie-
lomatosas também foram identificados, incluindo CD38, CD9, CD10, HLA-
DR, e CD20. Ruiz-Arugelles GJ e San Miguel JF, Cell Surface Markers in
Multiple Myeloma, Mayo Clin. Proc. 69: 684 - 90 (1994). Outros marcadores
de linhagem de célula ndo-B incluem CD2, CD4, CD13, CD14, CD15, CD23,
CD 24, CD25, CD33, CD39, CDw40, CD41, CD45R, CD54, CD56 e CD71,
assim como antigenos desagrupados, R1-3, PCA-1, PCA-2, PC1, 62B1, 8A,
8F6 e MM4). Ruiz-Arugelles, supra; Leo R, e outros, Multiparameter analysis
of normal and malignant human plasma cells, Ann. Hematol. 64: 132 - 9
(1992). Além disso, aparecimento de anticorpos anormais, conhecidos como
M-proteina, é um indicador de mieloma mdiltiplo. A produgéo aumentada de
M-proteina foi ligada a sindrome de hiperviscosidade em mielomas mutti-
plos, causando efeitos colaterais debilitantes, incluindo fadiga, dores de ca-
bega, falta de ar, confuséo mental, dor de térax, faléncia e dano de rim, pro-
blemas de visdo e o fendmeno de Raynaud (circulagdo de sangue pobre,
particularmente dedos, dedos do pé, nariz e orelhas). Crioglobulinemia ocor-
re quando M-proteina no sangue forma particulas sob condigdes ftias. Estas
particulas podem bloquear vasos sangliineos pequenos e causar dor e falta
de sensagdo nos dedos do pé, dedos, e outras extremidades durante tempo
frio. Indicadores progndsticos, tais como apagamentos cromossdmicos, ni-
veis elevados de microglobulina beta-2, niveis de creatinina de soro ¢ isoti-
pagem de IgA também foram estudados. Tricot G, e outros, Poor prognosis
in Multiple Myeloma, Blood 86: 4250 - 2 (1995).

CS1 (SLAMF7, 19A; Numero de Acesso Genbank
NM_021181.3, Ref. Boles e Mathew (2001) Immunogenetics 52: 302 - 307;
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Bouchon e outros, (2001) J. Immunol. 167: 5517 - 5521; Murphy e outros,
{(2002) Biochem. J. 361: 431 - 436) é um membro do subconjunto CD2 da
superfamilia de imunoglobulina. Moléculas da familia CD2 s&o envolvidas
em uma ampla faixa de fungdes imunomoduladoras, tais como co-ativagéo,
diferenciacdo de proliferagéo, e adesdo de linfécitos, assim como secregao
de imunoglobulina, produgio de citocina, e citotoxicidade de célula NK. Va-
rios membros da familia CD2, tais como CD2, CD58, e CD150, desempe-
nham um papel ou foram propostos para desempenhar um papel em varias
doengas auto-imunes e inflamatérias, tais como psoriase, artrite reumatoide,
e esclerose multipla.

CS1 (também conhecido como CRACC, 19A, APEX-1, e FO-
AP12) foi isolado e clonado por Boles, K. e outros (ver Immunogenetics 52:
302 - 307 (2001)). Foi informado que CS1 desempenha um papel em citoto-
xicidade mediada por célula NK e ades&o de linfocito (Bouchon, A., e outros,
J. of Immuno. 5517 — 5521 (2001); Murphy, J., e outros, Biochem. J. 361:
431 - 436 (2002)).

Pedido PCT PCT/US00/34963 descreve um anticorpo monoclo-
nal contra APEX-1 e o emprego deste para detectar o dominio extracelular
recombinante produzido de APEX-1. Entretanto, anticorpos capazes de inibir
produgdo de imunoglobulina por céiulas B e/ou proliferagdo e/ou desenvol-
vimento de mielomas ndo foram desenvolvidos e descritos nas publicagdes
referidas acima. Além disso, evidéncia de superexpressdo de CS-1 em cén-
cer ou doenga auto-imune néo foi desenvolvida ou descrita nas publicagbes
referidas acima.

SUMARIO DA INVENCAO

A elucidagdo de um papel para novas proteinas e compostos em

estados de doenca para identificagdo de alvos potenciais e marcadores di-
agnosticos é valiosa para melhorar o tratamento atual de pacientes de cén-
cer e auto-imunes, incluindo pacientes afligidos com IBD, SLE, RA e mielo-
ma. Desta maneira, sdo fornecidos aqui alvos moleculares para tratamento e
diagnose destas doengas, particularmente CS1. Adicionalmente, sdo forne-

cidos aqui antagonistas que se ligam a e neutralizam CS1, incluindo anticor-
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pos de neutralizagdo tais como anticorpos anti-CS1.

A presente invencdo é baseada em parte em nossa descoberta
que ndo ha expressdo de proteina CS1 significante detectada em plaquetas,
células de sangue vermelhas, células endoteliais (HUVECs), células de rim,
células de via aérea bronquial, células de via aérea pequenas, células de
prostata, células de figado ou células de peito. Expressdo de CS1 é especi-
fica de linfoide, e é detectada em células de pacientes, incluindo células
plasmaticas de mieloma multiplo e pacientes de leucemia de célula plasma-
tica. Expressdo é detectada somente em células plasmaticas e ndo detecta-
vel em niveis significantes em outros tipos de célula de amostras de medula
6ssea. Desta maneira, a presente invengdo demonstrou a praticabilidade de
empregar anticorpos anti-CS1 como agentes terapéuticos para o tratamento
de cancer, incluindo mas ndo limitados a neoplasmas de célula plasmatica,
incluindo mieloma, mieloma multiplo, mieloma "solitario” de osso, plasmaci-
toma extramedular, leucemia de célula plasmatica, macroglobulinemia (in-
cluindo macroglobulinemia de Waldenstrom), doenga de cadeia pesada,
amiloidose primaria, gamopatia monoclonal de significagao desconhecida
(MGUS). Além disso, neoplasmas de célula nao-plasmatica associados com
expressio aumentada de imunoglobulina, incluindo leucemia linfocitica cro-
nica (CLL), também se beneficiara de terapia anti-CS1.

Além disso, estudos prévios ndo revelaram a expresséo de pro-
teina CS1 em células B de sangue periférico ativadas por PWM in vitro (mi-
tégeno de erva dos canceres), subconjuntos de memoria/causador contra
linfocitos T e B de sangue periférico naive, ou macréfagos / mondceitos de
CD14" de sangue periférico. Estudos prévios também néo revelaram o papel
de CS1 em produgdo de imunoglobulina. Como resultado, a correlagdo entre
CS1 e doengas auto-imunes néo foi previamente estabelecida. A presente
invengéo também é baseada em parte na descoberta que 0 RNA de CS1 e
expressdo de proteina sdo induzidos fortemente em células B de sangue
periférico ativadas, o subconjunto de célula responséavel por produgdo de
auto-anticorpo e acreditado desempenhar um papel significante no desen-

volvimento de doengas auto-imunes. Além disso, a presente invengao reve-
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lou que expressdo do RNA de CS1 em linfécitos B de sangue periférico de
paciente de SLE é aumentada em comparagao a células B de adultos sau-
daveis de idade igual, assim como em pacientes afligidos com IBD. A pre-
sente invencdo revela que CS-1 é expressado em infiltragdo de células
plasmaticas em artrite reumatdide (RA) sinovial. A presente invengéo tam-
bém revelou que CS1 est4 envolvido em produgéo de anticorpo e que anti-
corpos para CS1 diminuem que IgM e 19G segretados por células B de adul-
tos saudaveis e pacientes com l(pus. Subseqlientemente, 0s dados da pre-
sente invengéo sugerem que CS1 desempenha um papel importante no es-
tabelecimento de doengas auto-imunes, especialmente SLE, IBD, e RA. Ou-
tras doengas associadas com um aumento em imunoglobulina, células B,
elou produtos de célula B também beneficiariam de tratamento de anti-CS1,
incluindo doenga de aglutinina fria, doengas imunobolhosas (incluindo penfi-
goide bolhosa, pénfigo, dermatite herpetiforme, doenga de IgA linear, e epi-
dermélise bolhosa adquirida), crioglobulinemia misturada, hipergamaglobuli-
nemia, sindrome de Sjogren, anemia auto-imune, asma, miastenia grave,
esclerose multipla, inflamaggo pericardial ou miocardica, dermatite atépica,
psoriase, liquen mixedematoso, e doenga de Gaucher.

Além disso, estudos ndo foram conduzidos antes de examinar a
viabilidade de empregar anticorpos anti-CS1 para tratar doengas -auto-
imunes e canceres de célula plasmatica, incluindo mieloma e leucemia de
célula plasmatica. Um anticorpo terapéutico ideal deveria ligar-se principal-
mente as células visadas. Ligagdo a outras células e tecidos podem causar
dano potencial aquelas células e tecidos elou esvaziar o anticorpo terapéuti-
co de forma que uma quantidade excessiva do anticorpo é exigida para ser
liberada ao paciente a fim de alcangar a eficacia de tratamento desejada.
Mais importantemente, um anticorpo que se liga a plaquetas pode ter efeitos
colaterais, tais como, ativacdo de plagueta (que pode levar a coagulagao
excessiva), ou deplecdo de plagueta (que pode levar a faléncia de coagulo
sangiiineo). Por esse motivo, normalmente néo & possivel empregar um an-
ticorpo como um agente terapéutico se o anticorpo liga-se a tecidos e célu-

las multiplas, especialmente no caso de ligar-se a plaquetas. A presente in-
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vengao é baseada em parte na descoberta que ndo ha expresséo de protei-
na de CS1 significante detectada em plaquetas, células de sangue verme-
lhas, HUVECS, células de rim, células de via aérea bronquial, células de via
aérea pequenas, células prostaticas, células de figado e células de peito.
Desta maneira, a presente invengdo demonstrou a viabilidade de empregar
anticorpos anti-CS1 como agentes terapéuticos para o tratamento de doen-
¢as auto-imunes, e canceres de célula plasmatica, incluindo mieloma e leu-
cemia de célula plasmatica.

A presente invencdo, por esse motivo, é direcionada a antago-
nistas que se ligam a CS1. Modalidades exemplares de tais modalidades
incluem neutralizagdo de anticorpos anti-CS1 e fragmentos de anticorpo. Os
anticorpos neutralizam pelo menos uma atividade biolégica de CS1, em que
os referidos anticorpos se ligam a CS1 e sdo capazes de pelo menos uma
das atividades selecionadas a partir do grupo consistido em: (a) inibicdo de
secregdo de imunoglobulina e/ou produgéo por linfécitos; e (b) indugdo de
lise de células que expressam CS1. Os fragmentos de anticorpo ou anticor-
po da presente invengdo compreendem uma sequéncia de aminoacido
compartilhando pelo menos 85 % de identidade com qualquer um de SEQ
ID NOS:3-26. A presente invengao também é direcionada a um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo, em que o referido anticorpo ou fragmento de
anticorpo liga-se substancialmente ao mesmo epitopo como um anticorpo
compreendendo uma sequéncia de aminodacido de qualquer um de SEQ ID
NOS:3-26.

A presente invengdo também é direcionada a um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo, em que o referido anticorpo compreende uma
regido variavel de cadeia pesada madura compreendendo uma sequéncia
de aminoé&cido de SEQ ID NO:3 e uma regido variavel de cadeia leve madu-
ra compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:4.

A presente invengdo também & direcionada a um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo, em que o referido anticorpo compreende uma
regido variavel de cadeia pesada madura compreendendo uma sequléncia

de aminoacido de SEQ ID NO:5 e uma regido variavel de cadeia leve madu-
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A presente invengdo também é direcionada a um anticorpo ou o
fragmento de ligacéo de antigeno disso, em que o referido anticorpo com-
preende uma regiao variavel de cadeia pesada madura compreendendo uma
seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:7 e uma regi&o variavel de cadeia
leve madura compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID
NO:8.

A presente invengéo também é direcionada a uma regiéo de de-
terminagéo de complementaridade de cadeia pesada (CDR) de um anticorpo
compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NOS: 9, 10, 11,
15, 16, 17, 21, 22 ou 23.

A presente invengéo também é direcionada a uma regi&o de de-
terminagdo de complementaridade de cadeia leve (CDR) de um anticorpo
compreendendo uma sequéncia de aminoacido de SEQ ID NOS: 12, 13, 14,
18, 19, 20, 24, 25 ou 26.

A presente invengéo também & direcionada a um anticorpo ou o
fragmento de ligacio de antigeno disso, em que o anticorpo referido com-
preende uma regido variavel de cadeia pesada madura compreendendo uma
seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO:27 e uma regiéo variavel de cadeia
leve madura compreendendo uma sequéncia de aminoacido de SEQ [D
NO:28.

A presente invencao também & direcionada a uma regiéo de de-
terminagéo de complementaridade de cadeia pesada (CDR) de um anticorpo
compreendendo uma sequéncia de aminoacido de SEQ ID NOS: 29 e 30. A
presente invengéo também ¢é direcionado a uma regiéo de determinagao de
complementaridade de cadeia leve (CDR) de um anticorpo compreendendo
uma seqiiéncia de aminoacido de SEQ 1D NO: 30.

A presente invengao também é direcionada a um anticorpo hu-
manizado ou o fragmento de ligagéo de antigeno disso, em que o anticorpo
referido compreende uma regido varidvel de cadeia pesada madura compre-
endendo uma seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NOS: 27 ou 34 e uma

regido varidvel de cadeia leve madura compreendendo uma seqiiéncia



10

15

20

25

30

12

de aminoacido de SEQ ID NO: 28 ou 39. A presente invengdo também €
direcionada a uma regido de determinacdo de complementaridade de cadeia
pesada (CDR) de um anticorpo humanizado compreendendo uma sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 31.

A presente invengdo também é direcionada a anticorpos que se
ligam substancialmente ao mesmo epitopo de um anticorpo monoclonal pro-
duzido por uma linhagem de célula de hibridoma Luc90 tendo numero de
acesso de ATCC PTA-5091 ou liga-se a um epitopo de néo-sobreposigdo de
um anticorpo monoclonal produzido por uma linhagem de célula de hibrido-
ma tendo niimero de acesso de ATCC PTA-5091.

A presente invengdo também é direcionada a anticorpos que se
ligam substancialmente ao mesmo epitopo de um anticorpo monoclonal pro-
duzido pela linhagem de célula de hibridoma Luc63, depositada com o
ATCC em 6 de maio de 2004, ou liga-se a um epitopo de ndo-sobreposigdo
de um anticorpo monoclonal produzido pela linhagem de célula de hibridoma
Luc63.

A presente invengdo também ¢ direcionada a uma composigao
farmacéutica compreendendo o anticorpo reivindicado e um veiculo farma-
céutico.

A presente invencgdo também é direcionada a um método de re-
dugdo de secregéo de imunoglobulina por linfécitos, compreendendo contato
dos leucdcitos ou linfocitos com uma quantidade eficaz de anticorpo anti-
CS1.

| A presente invengdo também é direcionada a um método de in-
duzicdo de citotoxicidade de células expressando CS1, compreendendo
contato das células referidas com uma quantidade eficaz de um anticorpo
contra CS1.

A presente invengdo também é direcionada a métodos de em-
prego dos antagonistas da presente invenc&o, tais como anticorpos anti-
CS1 ou fragmentos de anticorpo, para prevenir ou tratar doengas auto-
imunes, tais como SLE e IBD, e céncer, tais como mieloma, em um indivi-

duo em necessidade disso, compreendendo administragdo a um individuo
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referido com uma quantidade eficaz de um antagonista de CS1. De prefe-
réncia, estes anticorpos se ligam substancialmente ao mesmo epitopo de
um anticorpo monoclonal produzido por uma linhagem de célula de hibrido-
ma tendo numero acesso de ATCC PTA-5091 ou tendo a designagdo
LucB3.

A presente invengdo também fornece métodos para determina-
cdo da presenca ou auséncia de uma célula patolégica em um paciente as-
sociado com doengas auto-imunes e cancer, o método compreendendo de-
tecgdo de um acido nucléico compreendendo uma sequéncia pelo menos 80
% idéntica, de preferéncia 90 % idéntica, mais preferivelmente 95 % idénti-
ca, a uma seqiiéncia como descrita na Tabela 2, em seguida referida como
CS1, em uma amostra bioldgica do paciente, assim determinando a presen-
ca ou auséncia da célula patoldgica. A amostra bioldgica compreende &ci-
dos nucléico isolados em que os acidos nucléicos podem ser mRNA, DNA
ou outros acidos nucléicos. A amostra bioldgica é tecido de um érgdo que é
afetado pela patologia, incluindo doengas auto-imunes, incluindo SLE, RA, e
IBD, e cancer, tal como mieloma e leucemia de célula plasméatica. Uma eta-
pa adicional pode incorporar a amplificagdo de acidos nucléicos antes da
etapa de deteccdo do acido nucléico. A detecgdo é de uma proteina codifi-
cada pelo acido nucléico, o acido nucléico compreendendo um CS1. A etapa
de deteccéo pode ser realizada por emprego de uma sonda de &cido nucléi-
co rotulada. A etapa de detecgdo pode utilizar um biochip compreendendo
uma seqiiéncia pelo menos 80 % idéntica a uma seqiiéncia de CS1, de pre-
feréncia 90 % idéntica, mais preferiveimente 95 % idéntica, ou detecgéo de
um polipeptideo codificado pelo acido nucléico. A amostra bioldgica pode
ser derivada de um paciente que esta passando por um regime terapéutico
para tratar a patologia, ou é suspeito de ter uma doenga auto-imune ou pa-
tologia de cancer, incluindo mieloma e leucemia de célula plasmatica.

Composigdes também s&o fornecidas, por exemplo, uma molé-
cula de acido nucléico isolada compreendendo uma seqiiéncia de CS1, in-
cluindo, por exemplo, aquelas que estdo rotuladas; um vetor de expresséo

compreendendo tal acido nucléico; uma célula hospedeira compreendendo
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tal vetor de expresséo; um polipeptideo isolado que & codificado por tal mo-
lécula de acido nucléico compreendendo uma seqiéncia de CS1; ou um
anticorpo que especificamente liga o polipeptideo. Em modalidades particu-
lares, o anticorpo é: conjugado a um componente causador, € conjugado a
um rétulo detectavel (incluindo, por exemplo, um rétulo fluorescente, um ra-
dioisotopo, ou uma substancia quimica citotoxica), ou € um anticorpo huma-
nizado.

DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

TABELAS

A Tabela 1 fornece os resultados mostrando atividades de liga-
cdo especifica de um painel de anticorpos monoclonais de CS1.

A Tabela 2 fornece o &cido nucléico e seqiiéncias de aminoéci-
do para CS-1.

A Tabela 3A e 3B mostra os resultados de tratamento anti-CS1
na redugdo de produgéo de IgG por linfocitos de célula B ativados in vitro.

A Tabela 4 fornece seqiiéncias de aminoacido da regido variavel

~ de cadeia pesada (SEQ ID NO: 3) e regido variavel de cadeia leve (SEQ ID

NO: 4) de Luc90; as sequiéncias de aminodcido da regido variavel de cadeia
pesada (SEQ ID NO: 5) e regidio variavel de cadeia clara (SEQ ID NO: 6) de
Luc63: e as sequiéncias de aminoacido da regido variavel de cadeia pesada
(SEQ ID NO: 7) e regido variavel cadeia leve (SEQ ID NO: 8) de Luc34.
SEQ ID NOS: 9, 10 e 11 descrevem as seqiiéncias de aminoacido da cadeia
pesada de Luc0 CDR1, CDR2, e CDR3, respectivamente. SEQ ID NOS:
12, 13, e 14 descrevem as seqliéncias de aminoacido da cadeia leve de
Luc90 CDR1, CDR2, e CDR3, respectivamente. SEQ ID NOS: 15, 16, e 17
descrevem as seqiiéncias de aminoacido da cadeia pesada de Luc63 C-
DR1, CDR2, e CDR3, respectivamente. SEQ ID NOS: 18, 19, e 20, descre-
vem as seqliéncias de aminoacido da cadeia leve de Luc63 CDR1, CDR2, e
CDR3, respectivamente. SEQ ID NOS: 21, 22, e 23, descrevem as seqlén-
cias de aminodcido do cadeia pesada Luc34 CDR1, CDR2, e CDR3, respec-
tivamente. SEQ ID NOS: 24, 25, e 26 descrevem as sequéncias de aminoa-
cido da cadeia leve de Luc34 CDR1, CDR2, e CDRS3, respectivamente.
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A Tabela 5 fornece seqiiéncias de aminoacido da regido variavel
de cadeia pesada (SEQ ID NO:27) e regido variavel de cadeia leve (SEQ ID
NO:28) de Luc 63. SEQ ID NOS:29-37 descrevem CDR da regido variavel
de cadeia pesada e cadeia leve, respectivamente. SEQ ID NO:33 descreve
a mutacdo de aminoécido simples, de NYT para NYA (em itélico), em CDR3
da regi&o varidvel de cadeia pesada de Luc 63.

A Tabela 6 fornece seqlé&ncias de aminoacido do Luc 63 de ca-
deia pesada de camundongo (SEQ ID NO:37), cDNA de regido varidvel de
cadeia pesada humana (SEQ ID NO:39), ¢cDNA de JH1 humano (SEQ ID
NO:40) e regido varidvel de cadeia pesada de Luc 63 humanizada (SEQ ID
NO:41). Da mesma forma fornecidos séo as sequéncias de aminoacido da
regido variadvel de cadeia leve de camundongo (SEQ ID NO:42), cDNA de
regido varidvel de cadeia leve humano (SEQ ID NO:43) e regido variavel de
cadeia leve de Luc 63 humanizado (SEQ ID NO:44).

A Tabela 7 fornece um alinhamento das seq(iéncias de aminoa-
cido de regido de VH. As seqliéncias de aminoacido das regides de VH de
MuLuc63 e HuLuc63 (SEQ ID NOS:45 e 47, respectivamente), e os segmen-
tos de E55 3-14 e JH1 de cDNA humano (SEQ ID NO:46) sdo mostrados em
cédigo de Unica letra. As seqléncias de CDR baseadas na definicéo de Ka-
bat (Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5° ed., National Insti-
tutes of Health, Bethesda, MD (1991)) sdo sublinhadas na seqtiéncia de VH
de MuLuc63; numeragédo é da mesma forma de acordo com Kabat. As se-
quéncias de CDR no segmento de VH humano sdo omitidas na figura. Os
aminodcidos sublinhados simples na sequéncia de VH de HulLuc63 foram
preditos para contatar as seqliéncias de CDR e portanto substituidos com
os residuos de camundongo correspondentes. A mutagédo de treonina (T)
para alanina (A) feita em CDR2 para eliminar o sitio de glicosila¢do ligado
por potencial (NYT) é indicada com um sublinhado duplo.

A Tabela 8 fornece um alinhamento das seqliéncias de aminoa-
cido de regido de VL. As seqiéncias de aminoacido das regides de VL de
MuLuc63 e HuLuc63 (SEQ ID NOS:48 e 50, respectivamente), e a seqién-
cia de HI-2R de cDNA humano (SEQ ID NO:49) sdo mostrados em cédigo

wy



10

15

20

25

30

16

de Unica letra. As sequiéncias de CDR baseadas na definicdo de Kabat (Se-
quences of Proteins of Immunological interest, 5° ed., National Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991)) s&o sublinhadas na seqiiéncia de VL de Mu-
Luc63; numeracido € da mesma forma de acordo com Kabat. As seqiiéncias
de CDR no segmento de VL humano sdo omitidas na figura. Os aminoaci-
dos sublinhados simples na seqiiéncia de VL de HuLuc63 foram preditos
para contatar as seqléncias de CDR e portanto substituidos com o residuo
de camundongo correspondente.

A Tabela 9 lista os oligonucleotideos empregados para a clona-
gem de genes de VH e VL de HulLuc63.

FIGURAS

A Figura 1A mostra a expresséo de CS1 predominantemente em
células B de memodria e plasma.

A Figura 1B mostra a expressdo de CS1 em amostras de rim,
coragao, linfonodo, figado, intestino delgado, cérebro, medula 6ssea, mis-
culo esquelético, bago e tecido pulmonar.

A Figura 2A mostra a expressdo de CS1 em leucdcitos e outros
tecidos de adulto normais.

A Figura 2B mostra expressao de CS1 aumentada em popula-
¢bes de leucocito ativada multiplas. v

A Figura 3 mostra os resultados de ensaios de competigdo de
anticorpos monoclonais anti-CS1.

A Figura 4 mostra a afinidade relativa de anticorpos monoclonais
anti-CS1.

A Figura 5A mostra manchamento imunohistolégico de células
de expressdo de CS1 com trés dos anticorpos monoclonais anti-CS1 (Luc
23, Luc 38 e Luc 63).

A Figura 5B mostra manchamento imunohistolégico de amigdala
inflamada com anticorpos monoclonais anti-CS1 e anti-CD138.

A Figura 5C mostra manchamento imunohistologico de tecido de
articulagéo sinovial de um paciente com artrite reumatéide com anticorpos

monoclonais anti-CS1 e anti-CD138.
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A Figura 6 mostra o manchamento da superficie celular de célu-
las mononucleares de sangue periférico versus células mononucleares de
sangue periférico n&o-estimuladas tratadas com mitogénio de erva-dos-
canceres com trés dos anticorpos monoclonais anti-CS1 (Luc 63, Luc34 e
Luc 38).

A Figura 7 mostra a atividade de ligagéo de Luc 63 humanizado
(NYT tipo selvagem versus mutagdo de NYA desglicosilada) em ensaios de
ligagdo de CS1 com base em ELISA.

A Figura 8 mostra um modelo tridimensional da regido variavel
de Luc 63 humanizado.

A Figura 9 mostra a supra-regulagdo da expressdo de CS1 em
linfocitos B e T de sangue periférico ativado ensaiados por analise de PCR
em tempo real.

A Figura 10 mostra a expresséo de CS1 aumentada em linfoci-
tos B de sangue periférico de paciente SLE comparados a adultos sauda-
veis comparados por idade ensaiados por andlise de PCR em tempo real.

A Figura 11 mostra uma representagdo gréfica de expresséo de
CS-1 comparada a células epiteliais colénicas de adulto normal em experi-
éncias de microdisposicdo: expressdo de CS-1 é aumentada em pacientes
com colite ulcerativa (n=4) e doenga de Crohn {(n=5) quando comparado a
células epiteliais coldnicas de adulto normal. Os nimeros sobre os simbolos
de barra indicam o namero de alteragdo em células epiteliais coldnicas para
cada amostra.

A Figura 12 mostra a supra-regulacdo de expressdo de CS1 em
pacientes com doencga de intestino inflamatéria com quantificagdo de PCR
em tempo real. A expressdo de CS-1 é aumentada em pacientes com colite
ulcerativa (n=2) e doenga de Crohn (n=3) quando comparado a amostras de
tecido de intestino grosso de adulto normal agrupadas. Os nimeros sobre
os simbolos de barra indicam o numero de alteragdo em tecido de intestino
grosso de adulto normal para cada amostra.

A Figura 13 mostra a expressédo proeminente de CS1 em células

de mieloma.

3



10

15

20

25

30

18

A Figura 14A-14H mostra a expresséo de CS1 em ceélulas plas-
maticas de medula dssea de pacientes com mieloma multiplo.

A Figura 14| mostra a expressdo de CS1 em células de sangue
periférico de um paciente com leucemia de célula plasmatica.

A Figura 15 mostra a expressdo de CS1 em subtipos de célula
de medula 6ssea.

A Figura 16 mostra a inibigdo de secregao de IgM in vitro de
PBMCs ativados por anticorpos monoclonais anti-CS1.

A Figura 17 mostra a inibigdo de secregao de IgM in vitro de lin-
focitos por anticorpos monoclonais anti-CS1 comparado a anticorpos mono-
clonais anti-CD2. _

A Figura 18 mostra é inibicdo de secregdo de IgG in vitro de lin-
focitos de adulto saudavel e pacientes com doencga auto-imune por anticor-
pos monoclonais anti-CS1.

A Figura 19A mostra a inibigdo de produgéo de IgG humana in
vivo em modelo de camundongo SCID-HUPBMC por anticorpos monoclonais
anti-CS1.

A Figura 19B mostra uma comparacéo de inibi¢éo de produgéo
de IgG humana in vivo em modelo de camundongo SCID-HUPBMC por anti-
corpos monoclonais anti-CS1 Luc 90 e 63.

A Figura 19C mostra um resumo da inibigdo de produgéo de IgG
humana in vivo em modelo de camundongo SCID-HuPBMC por anticorpos
monoclonais anti-CS1.

A Figura 20 mostra a indugéo de citotoxidade celular dependen-
te de anticorpo por anticorpos monoclonais anti-CS1 Luc90 e Luc63.

A Figura 21A mostra a inducéo de citotoxidade celular depen-
dente de anticorpo por anticorpos monocionais Luc90 quiméricos anti-CS1
que é realgada por anticorpos quiméricos com niveis diminuidos de fucose.

A Figura 21B mostra a indugdo de citotoxidade celular depen-
dente de anticorpo de células OPM2 de mieloma mdltiplo por anticorpos
monoclonais Luc90 quiméricos anti-CS1.

A Figura 21C mostra a indugdo de citotoxidade celular depen-
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dente de anticorpo de células L.363 de mieloma multiplo por anticorpos mo-
noclonais Luc90 quiméricos anti-CS1.

A Figura 22 mostra volumes de tumor diminuidos em modelos
de mieloma muiltiplo de xenoenxerto de camundongo tratados com anticor-
pos anti-CS1 Luc 90 e Luc 63 versus anticorpos de controle de is6tipo.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

Conforme os objetivos esbogados acima, a presente inveng&o

fornece novos métodos para tratamento de varios distdrbios, por exemplo,
distirbios auto-imunes e varias condigdes cancerosas, incluindo varias for-
mas de mieloma. Da mesma forma fornecidos séo os métodos para a avali-
agédo de diagnose e prognose de tais disturbios, bem como métodos por a-
valiar quanto as composi¢cdes que modulam tais condigbes. A presente in-
vengdo da mesma forma fornece métodos de monitorar a eficacia terapéuti-
ca de tal tratamento, incluindo o monitoramento e avaliagdo de marcadores
relativamente expressos nos referidos distdrbios.

Em particular, a identificagdo de de marcadores seletivamente
expressos em disturbios auto-imunes, tais como SLE, RA e IBD, e condi-
¢Bes cancerosas, tais como mieloma e leucemia de célula plasmatica, per-
mitem o uso daquela expressdo em métodos de diagnéstico, progndstico ou
terapéuticos. Como tal, a invengéo define varias composigdes, por exemplo,
acidos nucléicos, polipeptideos, anticorpos e agonistas/antagonistas de mo-
lécula pequena, que serdo Uteis para seletivamente identificar aqueles mar-
cadores. Os marcadores podem ser Uteis para caracterizagdo molecular de
subgrupos das doengas, e esses subgrupos podem de fato requerer trata-
mentos muito diferentes. Além disso, os marcadores podem ser da mesma
forma importantes em doengas relacionadas a disturbios auto-imunes, mie-
loma e leucemia de célula plasmatica, por exemplo, que afetam tecidos simi-
lares como em tais condi¢gdes ou tém mecanismos similares de indu-
cdo/manutengdo. Por exemplo, as caracteristicas ou processos do tumor
podem da mesma forma ser alvejados. Os usos de diagndstico e prognosti-
co tornam-se disponiveis, por exemplo, em doengas relacionadas ao sub-

grupo porém distintas, em estagios diferenciados de mieloma de disturbios
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auto-imunes ou leucemia de célula plasmatica ou para determinar a estraté-
gia de tratamento de tais condigdes. Os métodos de detecgdo podem ser
baseados em acido nucléico, por exemplo, técnicas de hibridizagdo e PCR
ou proteina, por exemplo, ELISA, imageamento, IHC, etc. A diagnose pode
ser qualitativa ou quantitativa e pode detectar aumentos ou diminuigdes em
niveis de expressao.
Definigbes

O termo "proteina de CS1" ou "polinucleotideo de CS1" ou
"transcrigio associada a CS1" refere-se as variantes polimérficas de acido
nucléico e polipeptideo, alelos, mutantes e homélogos de interespécies que:
(1) tem uma seqiiéncia de nucleotideo que tem mais que cerca de 60% de
identidade de seqiiéncia de nucleotideo, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
preferivelmente cerca de 92%, 94%, 96%, 97%, 98% ou 99% ou mais iden-
tidade de seqliéncia de nucleotideo, preferivelmente em uma regiéo de pelo
menos cerca de 25, 50, 100, 200, 500, 1000 ou mais nucleotideos, em uma
seqiiéncia de nucleotideo de ou associado com o gene CS1 (Tabela 2), Ii-
gacdo do gene CS1 (Tabela 2) em pares de ligagdo, por exemplo, anticor-
pos policlonais, aumentados contra um imunégeno compreendendo uma
seqiiéncia de aminoacido codificada por uma sequéncia de nucleotideo de
ou associado com o gene CS1 (Tabela 2) e variantes conservativamente
modificadas destas; (3) especificamente hibridiza sob condi¢des de hibridi-
zagdo severas em uma seqliéncia de &cido nucléico ou o complemento des-
ta de CS1 (Tabela 2) e variantes conservativamente modificadas desta; ou
(4) tem uma seqiiéncia de aminoacido que tem mais do que cerca de 60%
de identidade de seqiiéncia de aminoacido, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
preferivelmente 90%, 91%, 93%, 95%, 97%, 98%, ou 99% ou mais identida-
de de seqiiéncia de aminoéacido, preferivelmente em uma regiéo de pelo
menos cerca de 25, 50, 100, 200, 500, 1000 ou mais aminoacidos, em uma
seqliéncia de aminoécido codificada por uma seqiiéncia de nucleotideo de
ou associada com o gene CS1 (Tabela 2). Uma seqiiéncia de polinucleoti-
deo ou polipeptideo é tipicamente de um mamifero incluindo, porém nao

limitado a, primata, por exemplo, ser humano; roedor, por exemplo, rato,
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camundongo, hamster; vaca, porco, cavalo, ovelha ou outro mamifero. Um
"polipeptideo de CS1" e um "polinucleotideo de CS1", incluem ambas as
formas recombinantes ou de ocorréncia natural.

Um &cido nucléico ou proteina de CS1 de "tamanho natural” re-
fere-se a uma seqliéncia de polinucleotideo ou polipeptideo de CS1, ou uma
variante desta, que contém elementos normalmente contidos em uma ou
mais seqiiéncias de polipeptideo ou polinucleotideo de CS1 tipo selvagem
de ocorréncia natural. A de "tamanho natural® pode estar antes ou apéds, va-
rios estagios de jungdo ou processamento péds-traducional, incluindo jungéo
alternativa.

"Amostra bioldgica” quando aqui empregado € uma amostra de
fluido ou tecido biologico que contém acidos nucléico ou polipeptideos, por

exemplo, de uma transcrigdo, polinucleotideo ou proteina de CS1. Tais a-

mostras incluem, porém néo sao limitados a, tecido isolado de primatas, por

exemplo, seres humanos ou roedores, por exemplo, camundongos ¢ ratos.
As amostras bioldgicas podem da mesma forma incluir segoes de tecidos tal
como amostras de bidpsia e autdpsia, se¢des congeladas tiradas para pro-
positos histologicos, amostras arquivadas, sangue, plasma, soro, esputo,
fezes, lagrimas, muco, cabelo, pele, etc. As amostras bioldgicas tambem
incluem explantes e culturas celulares transformadas e /ou primarias deriva-
das de tecidos de pacientes. Uma amostra biolégica é tipicamente obtida de
um organismo eucariético, mais preferivelmente um mamifero tal como um
primata, por exemplo, chimpanzé ou ser humano; vaca; cdo; gato; um roe-
dor, por exemplo, cobaia, rato, camundongo; coelho; ou um passaro; reptil;
ou peixe. Os animais domésticos e de criagio sdo de interesse.

"Fornecer uma amostra bioldgica” significa obter uma amostra
biolégica para uso em métodos descritos nesta invencéo. Frequentemente,
isto sera feito removendo-se uma amostra de células de um animal, porém
pode da mesma forma ser realizado empregando-se células previamente
isoladas (por exemplo, por outra pessoa, em outra vez e /ou para outro pro-
posito) ou realizando-se os métodos da invengdo in vivo. Os materiais ou

tecidos arquivados, tendo historia de resultado ou tratamento, serdo particu-
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larmente Gteis.

Os termos "idéntico” ou "identidade" em porcentagem, no con-
texto de duas ou mais seqiiéncias de polipeptideo ou acidos nucléicos, refe-
re-se a duas ou mais seqgiiéncias ou subseqiiéncias que sdo as mesmas ou
tém uma porcentagem especificada de residuos de aminoacido ou nucleoti-
deos que sd@o os mesmos (por exemplo, cerca de 70% de identidade, prefe-
rivelmente 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99%, identi-
dade mais alta em uma regido especifica, quando comparado e alinhado
para correspondéncia maxima em uma janela de comparagédo ou regido de-
signada) quando avaliados empregando-se, por exemplo, algoritmos de
comparagdo de seqiéncia de BLAST ou BLAST 2.0 com parametros basi-
cos descritos abaixo ou por alinhamento manual e inspegio visual. Tais se-
qiéncias sdo em seguida referidas ser “substancialmente idénticas”. Esta
definicio da mesma forma refere-se a, ou pode ser aplicada, ao comple-
mento de uma seqiiéncia de teste. A definicdo da mesma forma inclui se-
qliéncias que tém dele¢des e /ou insergdes, substituicdes e de ocorréncia
natural, por exemplo, variantes alélicas ou polimérficas e variantes feitas
pelo homem. Como descrito abaixo, os algoritmos preferidos podem ser
responsaveis por intervalos e similares. Preferivelmente, a identidade existe
em uma regido que é pelo menos cerca de 25 aminoacidos ou nucleotideos
em comprimento, ou mais preferivelmente em uma regido que é cerca de
50-100 aminoAcidos ou nucleotideos em comprimento.

Para comparagéo de sequéncia, tipicamente uma sequéncia age
como uma sequéncia de referéncia, a qual sequéncias teste sdo compara-
das. Ao empregar um algoritmo de comparagdo de seqiéncia, sequéncias
de referéncia e teste sao registradas em um computador, coordenadas de
subseqiiéncia sdo designadas, se necessario e pardmetros de programa de
algoritmo de seqliéncia sdo designados. Preferivelmente, parametros de
programa basicos podem ser empregados ou parametros alternativos po-
dem ser designados. O algoritmo de comparagio de sequéncia em seguida
calcula as identidades de seqliéncia em porcentagem para as seqiéncias

teste relativas & seqliéncia de referéncia, com base nos pardmetros de pro-
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grama.

Uma "janela de comparagdo”, quando aqui empregada, inclui
referéncia a um segmento de posigdes contiguas selecionadas do grupo
que consiste tipicamente a partir de cerca de 20 a 600, normalmente cerca
de 50 a 200, mais normalmente cerca de 100 a 150, em que uma seqiéncia
pode ser comparada a uma seqiéncia de referéncia do mesmo nimero de
posicbes contiguas depois que as duas seqléncias s&o da melhor forma
alinhadas. Os métodos de alinhamento de seqiiéncias para comparagéo séo
bem-conhecidos. O alinhamento ideal de seqliéncias para comparagéo pode
ser conduzido, por exemplo, pelo algoritmo de homologia local de Smith e
Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482-489, pelo algoritmo de alinhamen-
to de homologia de Needleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443-453,
pela pesquisa para o método de similaridade de Pearson e Lipman (1988)
Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444-2448, por implementagSes computado-
rizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.,
Madison, WI), ou por alinhamento manual e inspegéo visual (veja, por e-
xemplo, Ausubel, e outros (eds. 1995 e suplementos) Current Protocols in
Molecular Biology Wiley).

Os exemplos preferidos de algoritmos que sdo adequados para
determinar identidade de seqliéncia em porcentagem e similaridade de se-
quéncia incluem os algoritmos BLAST e BLAST 2.0, que s&o descritos em
Altschul e outros (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402 e Altschul, e outros
(1990) J. Mol. Biol. 215:403-410. BLAST e BLAST 2.0 sdo empregados, com
os pardmetros aqui descritos, para determinar a identidade de sequéncia em
porcentagem para os acidos nucléico e proteinas da invengéo. O software
para realizar as analises de BLAST esta publicamente disponivel pelo Nati-
onal Center for Biotechnology Information. Este algoritmo envolve primeiro
identificar pares de seqiiéncia de alta classificagdo (HSPs) identificando-se
palavras curtas de comprimento W na seqtiéncia de interrogac¢ao, que com-
para-se ou satisfaz algum escore de valor limiar de valor positivo T quando

alinhado com uma palavra do mesmo comprimento em uma seqléncia de
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base de dados. T é referido como o valor limiar de escore de palavra de vi-
zinhanga (Altschul, e outros, supra). Estes acertos de palavra de vizinhanga
inicial agem como sementes para pesquisas de iniciagdo para procurar
HSPs mais longos contendo-os. Os acertos de palavra sdo estendidos em
ambas as dire¢des ao longo de cada seqliéncia para até o escore de ali-

nhamento cumulativo poder ser aumentado. Os escores cumulativos sdo

. calculados empregando-se, por exemplo, para seqliéncias de nucleotideo,

0s parametros M (escore de recompensa para um par de residuos de com-
binacédo; sempre > 0) and N (escore de penalidade para residuos de ma
combinagdo; sempre < 0). Para seqUéncias de aminoacido, uma matriz de
classificagdo é empregada para calcular o escore cumulativo. A extenséo
dos acertos de palavra em cada direcdo é detida quando: o escore de ali-
nhamento cumulativo cai pela quantidade X de seu valor maximo obtido; o
escore cumulativo vai a zero ou abaixo, devido ao actimulo de um ou mais
alinhamentos de residuo de classificagdo negativa; ou a extremidade de ca-
da sequéncia € alcangada. Os parametros de algoritmo BLAST W, T e X
determinam a sensibilidade e velocidade do alinhamento. O programa
BLASTN (para sequiéncias de nucleotideo) emprega como pardmetros um
comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 e
uma comparagédo de ambos os filamentos. Para seqiéncias de aminoécido,
o programa BLASTP emprega como pardmetros um comprimento de pala-
vra de 3, e expectativa (E) de 10, e a matriz de classificagdo BLOSUM62
(veja Henikoff e Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-919)
alinhamentos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4, e uma compara-
¢&o de ambos os filamentos.

O algoritmo BLAST da mesma forma realiza uma analise estatis-
tica da similaridade entre duas seqiiéncias. Veja, por exemplo, Karlin e Alts-
chul (1993) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 90:5873-5787. Uma medida de simi-
laridade fornecida pelo algoritmo BLAST € a probabilidade de soma menor
(P(N)) que fornece uma indicagéo da probabilidade pela qual uma compara-
gdo entre duas seqliéncias de nucleotideo ou aminoacido ocorreria por aca-

s0. Por exemplo, um acido nucléico é considerado similar a uma sequéncia
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de referéncia se a probabilidade de soma menor em uma comparacéo do
acido nucléico teste ao acido nucléico de referéncia for menor do que cerca
de 0,2, mais preferivelmente menor do que cerca de 0,01, e ainda mais pre-
ferivelmente menor do que cerca de 0,001. Valores de log podem ser nlime-
ros grandes negativos, por exemplo, 5, 10, 20, 30, 40, 40, 70, 90, 110, 150,
170, etc.

Uma indicagdo que duas seqléncias de acido nucléico s&o
substancialmente idénticas é que o polipeptideo codificado pelo primeiro
acido nucléico é imunologicamente reativo cruzado com os anticorpos ele-
vados contra o polipeptideo codificado pelo segundo &cido nucléico. Desse
modo, um polipeptideo & tipicamente substancialmente idéntico a um se-
gundo polipeptideo, por exemplo, onde os dois peptideos diferem-se apenas
por substituigdes conservadoras. Outra indicacdo que duas seqliéncias de
acido nucléico sdo substancialmente idénticas ¢ que as duas moléculas ou
seus complementos hibridizam entre si sob condi¢gdes severas. Ainda outra
indicagdo que duas seqliéncias de acido nucléico sdo substancialmente i-
dénticas € que os mesmos iniciadores podem ser empregados para amplifi-
car as seqgiiéncias.

Uma "célula hospedeira” é uma célula de ocorréncia natural ou
uma célula transformada que contém um vetor de expressdo e suporta a
replicagéo ou expresséao do vetor de expressdo. Células hospedeiras podem
ser células cultivadas, explantes, células in vivo e similares. Células hospe-
deiras podem ser células procaridticas tais como E. coli ou células eucarioti-
cas tais como levedura, inseto, anfibio ou células mamiferas tais como CHO,
Hela e similares (veja, por exemplo, o web sife American Type Culture Col-
lection).

Os termos "isolado”, "purificado” ou "biologicamente puro” refe-
rem-se ao material que é substancialmente ou essencialmente livre dos
componentes que normalmente o acompanham como constatado em seu
estado nativo. Pureza e homogeneidade séo tipicamente determinadas em-
pregando técnicas de quimica analitica tais como eletroforese em gel de

poliacrifamida ou cromatografia liquida de alto desempenho. Uma proteina
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ou acido nucléico que é a espécie predominante presente em uma prepara-
gdo é substancialmente purificada. Em particular, um acido nucléico isolado
& separado de alguns quadros de leitura abertos que naturalmente flanquei-
am o gene e codificam proteinas exceto proteina codificada pelo gene. O
termo "purificado” em algumas modalidades denota que um acido nucléico
ou proteina da origem a essencialmente uma faixa em um gel eletroforético.
Preferivelmente, significa que o acido nucléico ou proteina é pelo menos
cerca de 85% puro, mais preferivelmente pelo menos 95% puro e ainda
mais preferivelmente pelo menos 99% puro. "Purificar’ ou "purificagdo” em
outras modalidades significa remover pelo menos um contaminante ou com-
ponente da composi¢do a ser purificado. Neste sentido, a purificagdo nao
requer que o composto purificado seja homogéneo, por exemplo, 100% pu-
ro.

Os termos "polipeptideo”, "peptidec" e "proteina” sdo emprega-
dos intercambialmente aqui para se referir a um poiimero de residuos de
aminodcido. Os termos aplicam-se a polimeros de aminoacido em que um
ou mais residuo de aminoacido € um mimético quimico artificial de um ami-
noacido de ocorréncia natural correspondente, bem como aos polimeros de
aminoacido de ocorréncia natural, aqueles contendo residuos modificados e
polimeros de aminoacido de ocorréncia ndo-natural.

O termo "aminoacido” refere-se aos aminoacidos sintéticos e de
ocorréncia natural, bem como analogos de aminoacido e miméticos de ami-
noacido que funcionam similarmente aos aminoacidos de ocorréncia natural.
Aminoacidos de ocorréncia natural sao aqueles codificados pelo codigo ge-
nético, bem como aqueles aminoéacidos que sdo modificados depois, por
exemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato e O-fosfosserina. Analogos de
aminoacido referem-se aos compostos que tém a mesma estrutura quimica
basica como um aminodcido de ocorréncia natural, por exemplo, um a car-
bono que ¢é ligado a um hidrogénio, um grupo carboxila, um grupo amino e
um grupo R, por exemplo, homosserina, norleucina, sulféxido de metionina,
metionina metil sulfénio. Tais analogos podem ter grupos R modificados (por

exemplo, norleucina) ou cadeias principais de peptideo modificadas, porém
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mantém alguma estrutura quimica basica como um aminoacido de ocorrén-
cia natural. Mimético de aminoacido refere-se a um composto quimico que
tem uma estrutura que ¢ diferente da estrutura quimica geral de um aminoa-
cido, porém que funciona similarmente a outro aminoéacido.

Os aminoacidos podem ser referidos aqui por seus simbolos de
trés letras geralmente conhecidos ou pelos simbolos de uma letra recomen-
dados por IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature Commission. Os nucleoti-
deos, igualmente, podem ser referidos por seus cédigos de Unica letra ge-
ralmente aceitos.

"Variante de modo conservador modificada” aplica-se igualmen-

te a seqliéncias de aminoacido e acido nucléico. Com respeito a seqiiéncias

de acido nucléico particulares, as variantes de modo conservador modifica-

das referem-se aqueles acidos nucléicos que codificam seqliéncias de ami-

noacido idénticas ou essencialmente idénticas, ou onde o acido nucléico

nao codifica uma seqiiéncia de aminoacido, para sequéncias essencialmen-
te idénticas ou associadas, por exemplo, naturaimente contiguas. Por causa
da degeneragdo do cédigo genético, um grande numero de acidos nucléicos
funcionalmente idénticos codifica a maioria das proteinas. Por exemplo, os
co6dons GCA, GCC, GCG e GCU cada qual codifica a alanina de aminodaci-
do. Assim, em cada posi¢cdo onde uma alanina é especificada por um cédon,

o cédon pode ser alterado para-outro dos cédons correspondentes descritos

‘sem alterar o polipeptideo codificado. Tais variagdes de acido nucléico sdo

"variagBes silenciosas”, que sdo espécies de variagbes de modo conserva-
dor modificadas. Cada seqléncia de acido nucléico aqui que codifica um
polipeptideo da mesma forma descreve variagbes silenciosas do acido nu-
cléico. Em certos contextos cada cédon em um acido nucléico (menos AUG,
que ordinariamente é o Unico codon para metionina e TGG, que ordinaria-
mente é o Unico codon para triptofano) pode ser modificado para render
uma molécula funcionalmente similar. Conseqlientemente, uma variagéo
silenciosa de um acido nucléico que codifica um polipeptideo esta implicita
em uma seqliéncia descrita com respeito ao produto de expressdo, porém

ndo necessariamente com respeito a seqliéncias de sonda atuais.
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Quanto as seqléncias de aminoacido, alguém versado reconhe-
cera que adicdes, delegdes ou substituigdes individuais em um acido nucléi-
co, peptideo, polipeptideo ou seqliéncia de proteina que altera, adiciona, ou
deleta um Unico aminoacido ou uma porcentagem pequena de aminoacidos
na seqiéncia codificada é uma "variante de modo conservador modificada”
onde a alteracéo resulta na substituigdo de um aminoacido com um aminoa-
cido quimicamente similar. A tabela de substituicdo conservadora que forne-
ce aminoacidos funcionalmente similares é bem-conhecida. Tais variantes
de modo conservador modificadas séo além de e ndo excluem variantes
polimorficas, homoélogos de interespécies e alelos da invengdo. Substitui-
¢Oes tipicamente conservadoras incluem entre si: 1) Alanina (A), Glicina (G);
2) Acido aspartico (D), Acido glutdmico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina
(Q); 4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (1), Leucina (L), Metionina (M),
Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W); 7) Serina (S),
Treonina (T); e 8) Cisteina (C), Metionina (M) (veja, por exemplo, Creighton
(1984) Proteins: Structure and Molecular Properties Freeman).

Estruturas macromoleculares tais como estruturas de polipepti-
deo podem ser descritas em termos de varios niveis de organizag¢do. Para
uma discussao geral desta organizag¢ao, veja, por exemplo, Alberts, e outros
(eds. 2001) Molecular Biology of the Cell (4° ed.) Garland; e Cantor e
Schimmel (1980) Biophysical Chemistry Part I: The Conformation of Biologi-
cal Macromolecules Freeman. "Estrutura primaria” refere-se a seqliéncia de
aminoacido de um peptideo particular. "Estrutura secundaria" refere-se a,
estruturas tridimensionais, localmente ordenadas dentro de um polipeptideo.
Estas estruturas sdo geralmente conhecidas como dominios. Os dominios
séo porgdes de um polipeptideo que freqlientemente formam uma unidade
compacta do polipeptideo e séo tipicamente 25 a aproximadamente 500 a-
minoacidos de comprimento. Os dominios tipicos séo preparados a partir de
segbes de menos organizagdo tais estiramentos de l&dmina § e hélices a.
"Estrutura terciaria” refere-se a estrutura tridimensional completa de um mo-
némero de polipeptideo. “Estrutura quaternaria” refere-se a estrutura tridi-

mensional formada, normalmente pela associa¢do nio-covalente de unida-
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des terciarias independentes. Os termos anisotrépicos sdo da mesma forma
conhecidos como termos de energia.

"Acido nucléico” ou "oligonucleotideo” ou "polinucleotideo" ou
equivalentes gramaticais aqui empregados significam pelo menos dois nu-
cleotideos covalentemente ligados entre si. Oligonucleotideos séo tipica-
mente de cerca de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 25, 30, 40, 50, ou mais nucleoti-
deos em comprimento, até cerca de 100 nucleotideos em comprimento. Aci-
dos nucléicos e polinucleotideos sdo um polimero de qualquer comprimento,
incluindo comprimentos mais longos, por exemplo, 200, 300, 500, 1000,
2000, 3000, 5000, 7000, 10.000, etc. Um acido nucléico da presente inven-
¢do geralmente contera ligagdes de fosfodiéster, embora em alguns casos,
analogos de acido nucléico sejam incluidos os quais possam ter pelo menos
uma ligagéo diferente, por exemplo, ligagGes de fosforamidato, fosforotioato,
fosforoditicato ou O-metilfosforoamidita (veja Eckstein (1992) Oligonucleoti-
des and Analogues: A Practical Approach Oxford Univ. Press); e ligagbes e
cadeias principais de acido nucléico de peptideo. Outros acidos nucléico
anélogos incluem aqueles com cadeias principais positivas; cadeias princi-
pais ndo-idnicas e cadeias principais de ndo-ribose, incluindo aquelas des-
critas nas Patentes U.S. N°s 5.235.033 e 5.034.506, e Capitulos 6 e 7 de
Sanghvi e Cook (eds. 1994) Carbohydrate Modifications in Antisense Rese-
arch ACS Symposium Series 580. Os acidos nucléicos que contém um ou
mais aglcares carbociclicos estdo da mesma forma incluidos dentro de uma
definicdo de acidos nucléicos. Madificagdes da cadeia principal de ribose-
fosfato podem ser feitas por uma variedade de razées, por exemplo, para
aumentar a estabilidade e meia-vida de tais moléculas em ambientes fisiold-
gicos ou como sondas em um biochip. As misturas de andlogos e acidos
nucléicos de ocorréncia natural; alternativamente, misturas de analogos de
acido nucléico diferentes, e misturas de analogos e acidos nucléicos de o-
corréncia natural podem ser feitas.

Uma variedade de referéncias descreve tais analogos de &cido
nucléico, incluindo, por exemplo, fosforamidato (Beaucage, e outros (1993)
Tetrahedron 49:1925-1963 e referéncias aqui; Letsinger (1970) J. Org.
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Chem. 35:3800-3803; Sprinzl, e outros (1977) Eur. J. Biochem. 81:579-589;
Letsinger, e outros (1986) Nucl. Acids Res. 14:3487-499; Sawai, ¢ outros
(1984) Chem. Lett. 805, Letsinger, e outros (1988) J. Am. Chem. Soc.
110:4470-4471; e Pauwels, e outros (1986) Chemica Scripta 26:141-149),
fosforotioato {(Mag, e outros (1991) Nucleic Acids Res. 19:1437-441; e Pa-
tente U.S. N° 5.644.048), fosforoditioato (Brill, e outros (1989) J. Am. Chem.
Soc. 111:2321-2322), O-metilfosforoamidita (veja Eckstein (1992) Oligonu-
cleotides and Analogues: A Practical Approach, Oxford Univ. Press), e liga-
¢Oes e cadeias principais de acido nucléico de peptideo (veja Egholm (1992)
J. Am. Chem. Soc. 114:1895-1897; Meier, e outros (1992) Chem. Int. Ed.
Engl. 31:1008-1010; Nielsen {1993) Nature 365:566-568; Carlsson, e outros
(1996) Nature 380:207, todos os quais sdo incorporados por referéncia). Ou-
tros acidos nucléico analogos incluem aqueles com cadeias principais positi-
vas (Denpcy, e outros (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:6097-101; ca-
deias principais ndo-ibnicas (Patentes U.S. N°s 5.386.023, 5.637.684,
5.602.240, 5.216.141 e 4.469.863; Kiedrowski, e outros (1991) Angew.
Chem. Intl. Ed. English 30:423-426; Letsinger, e outros (1988) J. Am. Chem.
Soc. 110:4470-4471; Letsinger, e outros (1994) Nucleoside and Nucleotide
13:1597; Capitulos 2 e 3 em Sanghvi e Cook (eds. 1994) Carbohydrate Mo-
difications in Antisense Research ACS Symposium Series 580; Mesmaeker,
e outros (1994) Bioorganic and Medicinal Chem. Lett. 4:395-398; Jeffs, e
outros (1994) J. Biomolecular NMR 34:17; Horn, e outros (1996) Tetrahe-
dron Lett. 37:743) e cadeias principais de nio-ribose, incluindo aquelas des-
critas na Patentes U.S. N°% 5.235.033 e 5.034.508, e Capitulos 6 e 7 em
Sanghvi e Cook (eds. 1994) Carbohydrate Modifications in Antisense Rese-
arch ACS Symposium Series 580. Acidos nucléicos que contém um ou mais

agucares carbociclicos estdo da mesma forma incluidos dentro de uma defi-

.nigao de acidos nucléico (veja Jenkins, e outros (1995) Chem. Soc. Rev. pp

169-176). Varios analogos de acido nucléico sdo descritos em Rawls (pagi-
na 35, 2 de junho de 1997) C&E News.

Particularmente preferido sdo os acidos nucléicos de peptideo
(PNA) que incluem analogos de acido nucléico de peptideo. Os acidos nu-
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cléicos de peptideo tém cadeias principais feitas de unidades de N-(2-
aminoetil)-glicina de repeticdo ligadas por ligagdes de peptideo. As bases
diferentes (purinas e pirimidinas) séo ligadas a cadeia principal por ligagtes
de metileno carbonila. Estas cadeias principais sdo substancialmente nao-
ibnicas sob condigbes neutras, em contraste com a cadeia principal de fos-
fodiéster altamente carregada de acidos nucléico de ocorréncia natural. Isto
resulta em pelo menos duas vantagens. A cadeia principal de PNA exibe
cinéticos de hibridizagdo melhorados, resultando em ligagdo mais forte entre
os filamentos de PNA/DNA, do que entre filamentos de PNA e filamentos de
DNA. PNAs tém alteragbes maiores na temperatura de fusédo (Tm) para pa-
res de base mal combinados versus perfeitamente combinados. DNA e RNA
tipicamente exibem uma gota de 2 - 4°C em T, para uma ligacdo imperfeita.
Com a cadeia principal de PNA ndo-i6nica, a gota é mais densa a 7- 9°C.
Similarmente, devido a sua natureza nfo-idnica, a hibridizacdo das bases
ligadas a estas cadeias principais é relativamente insensivel & concentragdo
de sal. Além disso, PNAs néo séo degradédos por enzimas celulares e des-
se modo podem ser mais estaveis.

Os acidos nucléicos podem ser de filamento unico ou filamento
duplo, como especificado, ou contém porgtes de ambas seqliéncias de fi-
lamento Unico ou filamento duplo. A representagio de um filamento Unico da
mesma forma define a seqléncia do filamento complementar; desse modo
as seqliéncias descritas aqui da mesma forma fornecem o complemento da
seqgiiéncia. O acido nucléico pode ser DNA, ambos gendmicos e cDNA, RNA
ou um hibrido, onde o acido nucléico pode conter combinagbes de desoxirri-
bo- e ribonucleotideos e combinagdes de bases, incluindo uracila, adenina,
timina, citosina, guanina, inosina, hipoxantina, xantina, isocitosina, isoguani-
na, etc. "Transcrigdo” tipicamente refere-se a um RNA de ocorréncia natural,
por exemplo, a prée-mRNA, hnRNA or mRNA. Como empregado aqui, o ter-
mo "nucleosideo” inclui nucleotideos e nucleosideo e analogos de nucleoti-
deo e nucleosideos modificados tais como nucleosideos modificados por
amino. Além disso, "nucleosideo” inclui estruturas de analogo de ocorréncia

nao-natural. Desse modo, por exemplo, as unidades individuais de um acido
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nucléico de peptideo, cada contendo uma base, sdo referidas aqui como
nucleosideo.

Um "rétulo” ou uma "porgédo detectavel” é uma composi¢éo de-
tectavel por espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, imunoquimicos,
fisiologicos, quimicos, ou outros meios fisicos. Em geral, os rétulos caem em
trés classes: a) rétulos isotdpicos, que podem ser isdtopos radioativos ou
pesados; b) rétulos imunes, que podem ser rétulos de anticorpos, antigenos
ou epitopo; e ¢) tinturas coloridas ou fluorescentes. Os rétulos podem ser
incorporados em acidos nucléicos de CS1, proteinas, e anticorpos. Por e-
xemplo, o rétulo deveria ser capaz de produzir, diretamente ou indiretamen-
te, um sinal detectavel. A porgio detectavel pode ser um radioisdtopo, tal
como 3H, "C, %P, *S ou |, reagentes densos de elétron, um composto flu-
orescente ou quimiluminescente, tal como isatiocianato de fluoresceina, ro-
damina ou luciferina, ou uma enzima (por exemplo, como comumente em-
pregada em um ELISA), biotina, digoxigenina ou haptenos e proteinas ou
outras entidades que podem ser tornadas detectaveis tal como fosfatase
alcalina, beta-galactosidase ou peroxidase de rabano siivestre. Métodos s&o
conhecidos para conjugar o anticorpo ao rétulo. Veja, por exemplo, Hunter,
e outros (1962) Nature 144:945; David, e outros (1974) Biochemistry
13:1014-1021; Pain e outros (1981) J. Immunol. Meth. 40:219-230; e Nygren
(1982) J. Histochem. e Cytochem. 30:407-412.

Um “efetor” ou "porgdo efetora” ou “componente efetor” é uma
molécula que é ligada (ou unida ou conjugada), covalentemente, através de
um ligante ou uma ligagdo quimica, ou monocovalentemente, através de
ligagbes idnicas, van der Waals, eletrostaticas ou hidrogénio, a um anticor-
po. O "efetor" pode ser uma variedade de moléculas incluindo, por exemplo,
porgées de deteccdo incluindo compostos radioativos, compostos fluores-
centes, enzimas ou substratos, rétulos tais como rétulos de epitopo, toxinas;
porgbes ativaveis, agentes quimioterapéuticos; lipases; antibidticos; porgbes
quimioatrativas, moduladores imunes (micA/B) ou radioisétopos, por exem-
plo, imitindo radiacao beta "brusca”.

Um "oligonucleotideo ou sonda de acido nucléico rotulada” é
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aquele que ¢ ligado, por exemplo, covalentemente, através de um ligante ou
uma ligagdo quimica, ou ndo-covalentemente, através de ligagBes idnicas,
van der Waals, eletrostaticas ou hidrogénio em um rétulo tal que a presenca
da sonda pode ser detectada detectando-se a presencga do rétulo ligado &
sonda. Alternativamente, métodos empregando interagdes de alta afinidade
podem obter os mesmos resultados onde um de um par de pares de ligagdo
liga-se ao outro, por exemplo, biotina, estreptavidina.

Como empregado aqui um "oligonucleotideo ou sonda de acido
nucléico™ € um acido nucléico capaz de ligar a um acido nucléico alvo de
sequéncia complementar através de um ou mais tipos de ligagdes quimicas,
usualmente através de emparelhamento de base compiementar, por exem-
plo, através de formagao de ligagéo de hidrogénio. Como empregado aqui,
uma sonda pode incluir bases naturais (por exemplo, A, G, C ou T) ou modi-
ficadas (7-deazaguanosina, incsina etc.). Além disso, as bases em uma
sonda podem ser unidas por uma ligagdo exceto uma ligacdo de fosforodi-

éster, preferivelmente aquela que nao interfere funcionalmente com a hibri-

dizacdo. Desse modo, por exemplo, as sondas podem ser acidos nucléicos

de peptideo em que as bases constituintes sdo unidas por ligagdes de pep-
tideo em vez de ligacdes de fosfodiéster. As sondas podem ligar seqtiéncias
alvo necessitando de complementaridade completa com a seqiéncia de
sonda dependendo da severidade das condi¢Bes de hibridizagdo. As sondas
séo preferivelmente diretamente rotuladas, por exemplo, com isétopos, cro-
mdéforos, lumiféros, cromogénios ou indiretamente rotulados, por exemplo,
com biotina a qual um complexo de estreptavidina pode ligar-se depois. En-
saiando-se quanto a presenga ou auséncia da sonda, alguém pode detectar
a presenga ou auséncia da subsequéncia ou seqléncia escolhida. O diag-
néstico ou prognostico pode ser com base no nivel gendmico ou no nivel de
RNA ou expressdo de proteina.

O termo "recombinante” quando empregado com referéncia, por
exemplo, em uma célula ou acido nucléico, proteina ou vetor, indica que a
célula, acido nucléico, proteina ou vetor foi modificado pela introdugéo de

um &cido nucléico heterdlogo ou proteina ou a alteragdo de uma proteina ou
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acido nucléico nativo ou que a célula é derivada de uma célula desse modo
modificada. Desse modo, por exemplo, células recombinantes expressam
genes que ndo sdo encontrados dentro da forma nativa (ndo-recombinante)
da célula ou expressam genes nativos que sdo de outra maneira anormal-
mente expressos, sob-expressos ou ndo expressam de modo algum. Pelo
termo "acido nucléico recombinante" aqui é significado acido nucléico, origi-
nalmente formado in vitro, em geral, pela manipulagdo de &cido nucléico, por
exemplo, empregando polimerases e endonucleases, em uma forma néo
normalmente encontrada na natureza. Desta maneira, operavelmente liga-
G3o de sequéncias diferentes é obtida. Desse modo, um acido nucléico iso-
lado, em uma forma linear, ou um vetor de expressado formado in vifro ligan-
do-se moléculas de DNA que normalmente ndo sdo unidas, € igualmente
considerado recombinante para os propdsitos desta invengéio. E entendido
que logo que um acido nucléico recombinante é feito e reintroduzido em um
organismo ou célula hospedeira, ele replicara ndo recombinantemente, por
exemplo, empregando o mecanismo celular in vivo da célula hospedeira em
vez de manipulagdes in vitro; entretanto, tais acidos nucléicos, logo que pro-
duzidos recombinantemente, embora subseqlientemente replicados nao re-
combinantemente, sdo ainda considerados recombinantes para os propdsi-
tos da invengé&o.

Similarmente, uma "proteina recombinante™ é uma proteina feita
empregando técnicas recombinantes, por exemplo, através da expressao de
um acido nucléico recombinante como descrito acima. Uma proteina recom-
binante & distinguida de proteina de ocorréncia natural por pelo menos uma
ou mais caracteristicas. A proteina pode ser isolada ou purificada ao longo
de algumas ou a maioria das proteinas e compostos com os quais esta nor-
malmente associada em seu hospedeiro tipo selvagem, e desse modo pode
ser substancialmente pura. Uma proteina isolada é desacompanhada por
pelo menos algum do material com o qual estd normalmente associado em
seu estado natural, preferivelmente constituindo pelo menos cerca de 0,5%,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 5% em peso da proteina total em

uma determinada amostra. Uma proteina substancialmente pura compreen-
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de pelo menos cerca de 75% em peso da proteina total, com pelo menos
cerca de 80% sendo preferido e pelo menos cerca de 90% sendo particu-
larmente preferido. A defini¢io inclui a produgdo de uma proteina de CS1 de
um organismo em um organismo diferente ou célula hospedeira.

Alternativamente, a proteina pode ser feita a uma concentragdo
significativamente mais alta do que € normalmente visto, embora o uso de
um promotor induzivel ou promotor de expresséo alta, tal que a proteina é
feita em niveis de concentragdo aumentados. Alternativamente,-a proteina
pode ser em uma forma ndo normalmente encontrada na natureza, como na
adicdo de um rétulo de epitopo ou substituicbes de aminoacido, insergbes e
delegdes, como discutido abaixo.

O termo "heterdlogo” quando empregado com referéncia as por-
¢Ges de um acido nucléico indica que o acido nucléico compreende duas ou
mais subseqiéncias que ndo sdo normalmente encontradas na mesma rela-
¢do entre si na natureza. Por exemplo, o &cido nucléico é tipicamente re-
combinantemente produzido, tendo duas ou mais seqliéncias, por exemplo,
de genes ndo relacionados dispostos para preparar um novo acido nucléico
funcional, por exemplo, um promotor de uma fonte e uma regifo de codifica-
¢é@o de outra fonte. Similarmente, uma proteina heteréloga freqientemente
referirda a duas ou mais subseqliéncias que ndo sdo encontradas na mesma
relag@o entre si na natureza (por exemplo, uma proteina de fuséo).

Um "promotor” ¢ tipicamente uma disposicdo de seqiiéncias de
controle de acido nucléico que direciona a transcri¢do de um acido nucléico.
Como empregado aqui, um promotor inclui seqiiéncias de acido nucléico
necessarias perto do sitio de iniciagdo de transcrigdo, tal como, no caso de
um promotor tipo polimerase Il, um elemento de TATA. Um promotor da
mesma forma opcionalmente inclui os elementos repressores ou reaigadores
distais, que podem estar localizados em tanto quanto varics mil pares de
base do sitio de iniciagdo da transcrigdo. Um promotor "constitutivo” é um
promotor que € ativo sob condigdes mais ambientais e condi¢bes de desen-
volvimento. Um promotor "induzivel" é ativo sob regulacdo ambiental ou de

desenvolvimento. O termo "operavelmente ligado” refere-se a uma ligagéo
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funcional entre uma sequéncia de controle de expressido de acido nucléico
(tal como um promotor, ou disposi¢éo de sitios de ligagéo de fator de trans-
crigdo) e uma segunda seqiiéncia de acido nucléico, por exemplo, onde a
sequéncia de controle de expressdo direciona a franscri¢gdo do acido nucléi-
co correspondendo a segunda seqliéncia.

Um "vetor de expressdo" € um constructo de acido nucléico, ge-
rado recombinantemente ou sinteticamente, com uma série de elementos de
acido nucléico especificado que permite a transcrigdo de um acido nucléico
particular em uma célula hospedeira. O vetor de express&o pode ser parte
de um plasmideo, virus ou fragmento de acido nucléico. Tipicamente, o ve-
tor de express&o inclui um &cido nucléico a ser transcrito em ligagdo opera-
vel a um promotor,

A frase "seletivamente (ou especificamente) hibridiza para” refe-
re-se a ligagao, duplexagéo, ou hibrizagdo de uma molécula seletivamente
para uma seqiéncia de nucleotideo particular sob condigbes de hibridizagéo
rigorosas quando aquela seqliéncia esta presente em uma mistura comple-
xa (por exemplo, DNA ou RNA de biblioteca ou celular total).

A frase "condigBes de hibridizag&o rigorosa" refere-se a condi-
¢des sob as quais uma sonda hibridizara para sua subseqiiéncia alvo, tipi-
camente em uma mistura complexa de acidos nucléicos, porém para ne-
nhuma outra seqliéncia. Condigbes rigorosas sdo dependentes de seqlién-
cia e serao diferentes em diferentes circunstancias. Seqliéncias mais longas
hibridizam especificamente em temperaturas maiores. Uma orientagdo ex-
tensa para a hibridizag@o de acidos nucléicos é encontrada em "Overview of
principles of hibridization and the strategy of nucleic acid assays" in Tijssen
(1993) Hybridization with Nucleic Probes (Laboratory Techniques in Bioche-
mistry and Molecular Biology) (vol. 24) Elsevier. Geralmente, condi¢des rigo-
rosas sdo selecionadas para serem de cerca de 5 as 10°C menores do que
o ponto de fusdo térmica (T,,) para a sequéncia especifica em um pH de re-
sisténcia idnica definida. O T,, € a temperatura térmica (sob resisténcia i6ni-
ca definida, pH, e concentragdo nucléica) na qual 50% das sondas comple-

mentares ao alvo hibridizam para a seqUéncia alvo em equilibrio (quando as
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seqliéncias alvo estdo presentes em excesso, em T,,, 50% das sondas sdo
ocupadas em equilibrio). As condi¢des rigorosas serdo aquelas nas quais a
concentragao de sal € menor do que cerca de 1,0 M ion de sédio, tipicamen-
te cerca de 0,01 - 1,0 M de concentragdo de ion de sodio (ou outros sais)
em pH 7,0 a 8,3e a temperatura é pelo menos de cerca de 30°C para son-
das curtas (por exemplo, cerca de 10 a 50 nucleotideos) e pelo menos cerca
de 60°C para sondas longas (por exemplo, maior do que cerca de 50 nucle-
otideos). Condi¢des rigorosas podem também ser obtidas com a adigéo de
agentes de desestabiliza¢io tal como formamida. Para hibridizagdo seletiva
ou especifica, um sinal positivo & tipicamente pelo menos duas vezes a ba-
se, preferivelmente 10 vezes a hibridizagdo de base. Condigdes de hibridi-
zagao rigorosas exemplares podem ser como o seguinte: 50% de formami-
da, 5x SSC, e 1% de SDS, incubando a 42°C, ou, 5x SSC, 1% de SDS, in-
cubando a 65°C, com lavagem em 0,2x SSC, e 0,1% de SDS a 65°C. Para
PCR, a temperaturas de cerca de 36°C ¢ tipica para amplificagio de baixa
rigorosidade, embora as temperaturas de recozimento possam variar entre
cerca de 32° a 48°C dependendo do comprimento do iniciador. Para amplifi-
cagdo por PCR de rigorosidade elevada, uma temperatura de cerca de 62°C
é tipica, embora as temperaturas de recozimento de rigorosidade elevada
possam variar de cerca de 50 a 65°C, dependendo da especificidade e
comprimento do iniciador. As condigdes tipicas de ciclo tanto para amplifica-
¢Oes de rigorosidade elevada quanto baixa incluem uma fase de desnatura-
¢ao de 90 a 95°C durante 30 a 120 segundos, uma fase de recozimento du-
rando 30 a 120 segundos, ¢ uma fase de extenséo de cerca de 72°C duran-
te 1 a 2 minutos. Protocolos e normas para reagbes de amplificagdo de rigo-
rosidade baixa e elevada sdo fornecidos, por exemplo, em Innis, e outro
(1990) PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications Academic
Press, NY.

Os acidos nucléicos que ndo hibridizam de um para o outro sob
condi¢Bes rigorosas sdo também substancialmente idénticos se os polipep-
tideos que eles codificam forem substancialmente idénticos. Isto ocorre, por

exemplo, guando uma copia de um acido nucléico é criada empregando-se
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a degeneracédo de cédon maxima permitida pelo codigo genético. Em tais
casos, 0s acidos nucléicos tipicamente hibridizam sob condiges de hibridi-
zagdo moderadamente rigorosas. As "condicdes de hibridizacdo moderada-
mente rigorosas" exemplares" incluem uma hibridizagdo em um tampao de
40% de formamida, 1 M de NaCl, 1% de SDS a 37°C, e uma lavagem em 1X
SSC a 45°C. Uma hibridizagao positiva é tipicamente pelo menos duas ve-
zes a base. As condi¢des de lavagem e hibridizagéo alternativa podem ser
utilizadas para fornecer as condi¢des de rigorosidade similares. As normas
adicionais para determinar os parametros de hibridizagdo séo fornecidas em
numerosas referéncias, por exemplo, Ausubel, e outro (eds. 1991 e suple-
mentos) Current Protocols in Moleculasr Biology Wiley.

A frase "alteragbes em morfologia celular” ou "alteragdes em
caracteristicas celulares" refere-se a qualquer alteragdo em morfologia celu-
lar ou caracteristicas de proliferagéo in vitro ou in vivo, tal como viabilidade
celular, crescimento celular, secregéo de crescimento ou fatores de quimio-
cina, alteragbes em morfologia celular, ganho ou perda de marcadores es-
pecificos de inflamag&o, capacidade de induzir ou suprimir a inflamagéo
quando injetados em hospedeiros animais adequados, e/ou indugdo de um
estado de doenga em hospedeiros adequados, por exemplo, disturbios auto-
imunes e condiges cancerosas. Veja, por exemplo, pp. 231-241 em Fresh-
ney (1994) Culture of Animal Cells a Manual of Basic Technique (Segunda
Edicao) Wiley-Liss.

"Células doentes" refere-se a alteragbes fenotipicas induzidas
ou eXponténeas que ndo envolvem necessariamente as absorgdo de novo
material genético. Por exemplo, embora a formagdo de mieloma possa origi-
nar-se de infecgdo com um virus transformante e incorporagdo de novo DNA
gendmico, ou absorgdo de DNA exdgeno, pode também originar-se expon-
taneamente ou a seguir de exposigado a um agente, desse modo induzindo a
expresséo ou alteragdo de um gene existente. O crescimento de tumor esta
associado com alteragdes de expressdo de proteina e fenotipica, tais como
alteragbes morfoldgicas, crescimento de célula aberrante, e/ou alteragdes

ndo-morfolégicas. Veja, Freshney (2000) Culture of Animal Cells: A Manual
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of Basic Technique (42 edicdo) Wiley-Liss. Similarmente, as células afetadas
por processos de doenga auto-imune sdo também associadas com altera-
¢Oes de expressdo de proteina e fenotipicas.

Por uma quantidade "eficaz" de uma molécula, ou um anticorpo,
ou uma droga ou agente farmacologicamente ativo ou formulagdo farmacéu-
tica significa uma quantidade suficiente da molécula, anticorpo, droga, agen-
te ou formulagdo para fornecer o efeito desejado.

Um "individuo” ou "paciente” é empregado alternadamente aqui,
que refere-se a um vertebrado, preferivelmente um mamifero, mais preferi-
velmente um ser humano.

Como aqui empregado, o termo "anticorpo” ou "imunoglobulina”
refere-se a uma proteina consistindo em um ou mais polipeptideos substan-
cialmente codificados por genes de imunoglobulina incluem os genes de
regido constante kapa, lambda, alfa, gama (lgG,, IgG,, 1gG,, 1gG,), delta,
epsilon e mu, bem como o0s genes de regido V variavel de imunoglobulina
miriade (como indicado abaixo, existem genes V para ambas as cadeias H -
pesada € L - leve). As "cadeias leves" de imunoglobulina de comprimento
natural (cerca de 25 Kd ou 214 aminoacidos) sdo codificadas por um gene
de regido variavel, V-kapa ou V-lambda, na terminagdo NH2 (cerca de 110
aminoacidos) e, respectivamente, um gene de regido constante lambda ou
kapa na terminal-COOH. As "cadeias pesadas" de imunoglobulina de tama-
nho natural (cerca de 50 Kd ou 446 aminoacidos), sdo similarmente codifi-
cadas por um gene de regido variavel (cerca de 116 aminoacidos) € um dos
outros genes de regido constante anteriormente mencionados, por exemplo,
gama (codificando cerca de 330 aminoacidos).

Uma forma de imunoglobulina constitui a unidade estrutural ba-
sica de um anticorpo. Esta forma é um tetrdmero e consiste em dois pares
idénticos de cadeias de imunoglobulina, cada par tendo uma cadeia leve e
uma pesada. Em cada par, as regides variaveis de cadeia leve e pesada
s8o conjuntamente responsaveis pela ligagdo a um antigeno, e as regides
constantes sdo responsdaveis pelas fungdes efetoras do anticorpo. Em adi-

¢do aos anticorpos tetraméricos, as imunoglobulinas podem existir em uma
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variedade de outras formas incluindo, por exemplo, Fv, Fab, e (Fab'),, bem
como anticorpos hibridos bifuncionais (por exemplo, Lanzavecchias e ou-
tros, Eur. J. Immunol. 17, 105 (1987)) e em cadeias simples (por exemplo,
Huston e outro, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 5879-5883 (1988) e Bird e
outro, Science, 242, 423-426 (1988), que sao incorporados aqui por referen-
cia). (Veja, geralmente, Hood e outro, "Immunology”, Benjamin, Nova lorque,
Segunda Edigdo (1984), e Hunkapiller e Hood, Nature, 323, 15-16 (1986),
que s&o aqui incorporados por referéncia).

Anticorpos também existem, por exemplo, como um numero de
fragmentos bem caracterizados produzidos por digestdo com varias peptida-
ses. Desse modo, por exemplo, a pepsina digere um anticorpo abaixo das
ligactes de dissulfeto na regido de articulagio para produzir F(ab)',, um di-
mero de Fab que em si € uma cadeia leve ligada a V,-C,,' por uma ligagdo
de dissulfeto. A F(ab)’, pode ser reduzida sob condi¢es amenas para rom-
per a ligacdo de dissulfeto na regido de articulagéo, desse modo converten-
do o dimero F(ab), em um monémero Fab'. O monémero Fab' é essencial-
mente Fab com parte da regido de articulagdo (observe Paul (ed. 1999)
Fundamental Immunology (4* Edigdo) Raven. Enquanto varios fragmentos
de anticorpo séo definidos em termos da digestdo de um anticorpo intacto,
alguém versado apreciara que tais fragmentos podem ser sintetizados de
novo ou quimicamente ou empregando-se metodologia de DNA recombinan-
te. Desse modo, o termo anticorpo, como aqui empregado, também inclui
fragmentos de anticorpo ou produzidos pela modificagdo de anticorpos intei-
ros, ou aqueles sintetizados de novo empregando-se metodologias de DNA
recombinante (por exemplo, Fv de cadeia sihﬁples) ou aqueles identificados
empregando-se bibliotecas de exibicdo de fago (observe, por exemplo, Mc-
Cafferty, e outro (1990) Nature 348: 552-554).

Um "anticorpo quimérico" é uma molécula de anticorpo na qual
(a) a regido constante, ou uma por¢éo dela, é alterada, substituida, ou per-
mutada de modo que o sitio de ligagdo de antigeno (regido variavel) seja
ligado a uma regido constante de uma classe diferente ou aiterada, efou es-

pécies, ou uma molécula totalmente diferente que confira novas proprieda-
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des ao anticorpo quimérico, por exemplo, uma enzima, toxina, hormdnio,
fator de crescimento, droga, fungdo efetora, quimioatrativo, imunomodula-
dor, etc.; ou (b) a regido variavel, ou um porgdo desta, é alterada, substitui-
da, ou permutada com uma regido variavel tendo uma especificidade de an-
tigeno diferente ou alterada.

O termo "anticorpo humanizado" ou "imunoglobulina humaniza-
da" refere-se a uma imunoglobulina compreendendo uma estrutura humana,
pelo menos uma e preferivelmente todas as regides de determinagéo de
complementaridade (CDRs) de um anticorpo ndo-humano, e na qual qual-
quer regido constante presente é substancialmente idéntica a uma regiéo
constante de imunoglobulina humana, isto &, pelo menos cerca de 85 a
90%, preferivelmente pelo menos 95% idéntica. Portanto, todas as partes de
uma imunoglubulina humanizada, exceto possivelmente as CDRs, s&o subs-
tancialmente idénticas a partes correspondentes de umas ou mais seqlén-
cias de imunoglobulina humana nativa. Observe, por exemplo, Queen e ou-
tro, Patentes U.S. n°s 5.301.101, 5.585.089, 5.693.762, e 6.180.370 (Estas
e outras Patentes/pedidos de patente U.S. s&o incorporados por referéncia
em sua totalidade).

Para a preparagéo de anticorpos, por exemplo, anticorpos re-
combinantes, monoclonais ou policlonais, muitas técnicas conhecidas. Ob-
serve, por exemplo, Kohler e Milstein (1975) Nature 256: 495 - 497; Kozbor,
e outros (1983) Immunology Today 4: 72; Cole, e outro (1985) pp. 77-96 em
Reisfeld and Sell (1985) Monoclonal Antibodies and Myeloma Therapy Liss;
Coligan (1991) Current Proocols in Immunology Lippincott; Harlow and Lane
(1988) Antibodies: A Laboratory Manual CSH Press; e Goding (1986) Mono-
clonal Antibodies: Principles and Practice (22 edigdo) Academic Press. Téc-
nicas para a produgdo de anticorpos de cadeia simples (Patente U.S. n°
4.946.778) podem ser adaptadas para produzir anticorpos para polipepti-
deos desta invengdo. Além disso, os camundongos transgénicos, ou outros
mamiferos, podem ser empregados para expressar anticorpos humaniza-
dos. Alternativamente, a tecnologia de exibigdo de fago pode ser empregada

para identificar anticorpos e fragmentos Fab heteroméricos que especifica-
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mente ligam-se a antigenos selecionados. Observe, por exemplo, McCaf-
ferty, e outros. (1990) Nature 348: 552-554; Marks, e outros (1992) Biotech-
nology 10: 779-783.

O termo "epitopo” refere-se a qualquer porgéo (determinante) de
uma proteina que é capaz de eliciar uma resposta imune e ser especifica-
mente ligada por um anticorpo. Os determinantes de epitopo usualmente
consiste em agrupamentos tensoativos de moléculas tais como cadeias late-
rais de GAG ou aminoacidos e usualmente tém caracteristicas estruturais tri-
dimensionais especificas, bem como caracteristicas de carga especifica.
Dois anticorpos s&o ditos ligarem-se substancialmente ao mesmo epitopo de
uma proteina (ou o epitopo de sobreposigdo de uma proteina) se as muta-
gbes de aminodcido nas proteina que reduzem ou eliminam a ligagdo de um
anticorpo também reduzem ou efiminam a ligagdo do outro anticorpo, e/ou
se os anticorpos competem para a ligag&o a proteina, isto é, ligagéo de um
anticorpo & proteina reduz ou elimina a ligagéo do outro anticorpo. A deter-
minagéo de se dois anticorpos ligam-se substanciaimente ao mesmo epito-
po é acompanhada pelos métodos conhecidos nas técnica, tal como um en-
saio de competigdo. Na condugéo de um estudo de competi¢do de anticorpo
entre um anticorpo de controle (por exemplo, um dos anticorpos anti-C81
descritos aqui) e qualquer anticorpo de teste, alguém pode primeiro rotular o
anticorpo de controle com um rétulo detectavel, tal como, biotina, enzimati-
co, rétulo radioativo, ou rétulo fluorescente para possibilitar a subseqiente
identificagdo. Um anticorpo de teste (ndo-rotulado) que liga-se substancial-
mente ao mesmo epitopo como o anticorpo de controle (rotulado) deve ser
capaz de bloquear a ligagdo de anticorpo de controle e desse modo deve
reduzir a ligagdo de anticorpo de controle.

Em uma modalidade exemplar, se um anticorpo liga-se substan-
cialmente ao mesmo epitopo de um anticorpo monoclonal Luc (anticorpos
monoclonais Luc referem-se aos anticorpos monoclonais anti-CS1 produzi-
dos da presente invencg&o), o anticorpo deve se ligar a um epitopo de Cs1
que se sobrepde com o epitopo CS1 com o qual o anticorpo Luc se liga. A

regido de sobreposigdo pode variar de um residuo de aminoécido a diversas
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centenas de residuos de aminoacido. Este anticorpo deve entdo competir
com efou bloquear a ligagdo do anticorpo monoclonal Luc a CS1 e desse
modo diminuir a ligagdo do anticorpo monoclonal Luc a CS1, preferivelmente
em pelo menos cerca de 50% em um ensaio de competi¢ao.

O termo "derivado de" signiﬁca "obtido de" ou "produzido por" ou
"descendente de".

Anticorpos e Antigenos de CS1

SEQ ID NO: 2 representa as seqliéncias de aminoacido do DS1
humano tipo selvagem de tamanho natural. Um fragmento ou derivado de
CS1 "funcionalmente ativo" exibe uma ou mais atividades funcionais associ-
adas com uma proteina CS1 tipo selvagem, de tamanho natural, tal como
atividade antigénica ou imunogénica, capacidade de ligar substratos celula-
res naturais, etc. A atividade funcional de proteinas CS1, derivados e frag-
mentos pode ser ensaiada por varios métodos conhecidos por alguem ver-
sado na técnica (Current Protocols in Protein Science, Coligan e outro, eds.,
John Wiley & Sons, Inc., Somerset, Nova Jersey (1998)). Para os propoésitos
inclusos, fragmentos funcionalmente ativos também incluem aqueles frag-
mentos que compreendem um ou mais dominios estruturais de um polipep-
tideo de CS1, tal como um dominio de ligagdo. Os dominios de proteina po-
dem ser identificados empregando-se o programa PFAM (Bateman A., e
outros, Nucleic Acids Res. 27: 260-2 (1999)).

Os derivados de polipeptideo de CS1 tipicamente compartilham
um certo grau de identidade de seqiiéncia ou similaridade de seqliéncia com
as SEQ ID NO: 2 ou um fragmento desta. Os derivados de CS1 podem ser
produzidos por varios métodos conhecidos na técnica. As manipulagdes que
resultam em sua produgéo podem ocorrer no nivel de gene ou proteina. Por
exemplo, uma seqiiéncia de gene CS1 clonado (por exemplo, SEQ ID NO:
1) pode ser clivada em sitios apropriados com endonuclease(s) de restrigdo
(Wells e outro, Philos. Trans. R. Sot. London SerA 317:415 (1986)), seguido
por outra modificacdo enzimatica, se desejado, entao isolado, € ligado in
vitro, e expresso para produzir o derivado desejado. Alternativamente, um

gene CS1 pode ser mutado in vitro ou in vivo para criar e/ou destruir as se-
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quéncias de tradugao, iniciagdo e/ou terminagdo, ou para criar variagbes em
regides de codificagdo e/ou para formar novos sitios de endonuclease de
restricdo ou destruir aqueles preexistentes, para facilitar outra modificagéo in
vitro. Uma variedade de técnicas de mutagénese é conhecida na técnica tal
como mutagénese quimica, mutagénese direcionada ao sitio in vitro (Carter
e outro, Nucl. Acids Res. 13: 4331 (1986)), ou uso de ligantes TAB (disponi-
bilizados pela Pfizer, Inc.).

Em um aspecto, os anticorpos da presente inveng&o neutralizam
pelo menos uma, ou preferivelmente todas, as atividades bioldgicas de CS1.
As atividades bioldgicas de CS1 incluem: 1) atividades de ligag&o de seus
substratos celulares, tais como seus ligandos (por exemplo, estes anticorpos
neutralizantes devem ser capazes de competir com ou completamente blo-
quear a ligagdo de CS1 em pelo menos um, e preferivelmente todos os seus
ligandos); 2) atividades de transdugéo de sinalizagéo; e 3) respostas celula-
res induzidas por CS1.

A presente invengdo prové as linhagens celulares de hibridoma:
Luc2, Luc3, Luc15, Luc22, Luc23, Luc29, Luc32, Luc34, Luc35, Luc3?,
Luc38, Luc39, Luc56, Lucs0, Luct3 ou Luc90. A linhagem de célula de hi-
bridoma Luc90 foi depositada com a American Type Culture Collection
(ATCC) em P. O Box 1549, Manassas, VA 20108, como nimero de acesso
PTA 5091. O deposito desta linhagem de célula de hibridoma foi recebido
pela ATCC em 26 de margo de 2003. A linhagem de célula de hibridoma
Luc63 foi também depositada com a ATCC no enderego listado acima. O
depdsito do anticorpo Luc63 foi recebido pela ATCC em 6 de maio de 2004.

A presente invengdo prové anticorpos monoclonais produzidos
pelas linhagens de célula de hibridoma: Luc2, Luc3, Luc15, Luc22, Luc23,
Luc29, Luc32, Luc34, Luc35, Luc37, Luc38, Luc39, Lucs6, Luc60, Luc3 ou
Luc90 (Namero de Acesso ATCC PTA 5091). Estes anticorpos monoclonais
sdo denominados como os anticorpos: Luc2, Luc3, Luc15, Luc22, Luc23,
Luc29, Luc32, Luc34, Luc35, Luc37, Luc38, Luc39, Luc56, Luc60, Luc63 ou
Luc90, respectivamente, a seguir .

A presente invengdo prove anticorpos, preferivelmente anticor-
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pos monoclonais, que se ligam substancialmente ao mesmo epitopo como
qualquer um dos anticorpos monoclonais Luc descritos aqui.

A presente invengédo prové anticorpos, preferivelmente anticor-
pos monoclonais, que ndo se ligam substancialmente ao mesmo epitopo
como um ou mais dos anticorpos monoclonais Luc acima descritos.

Uma variedade de ensaios de andlise imunoldgica para avalia-
¢éo da competicdo de anticorpo pode ser empregada para identificar os an-
ticorpos que se ligam substancialmente ao mesmo epitopo de um anticorpo
da presente invengdo ou ligam-se a um epitopo diferente daquele de um
anticorpo da presente invengdo.

Na condugdo de um estudo de competigdo de anticorpo entre
um anticorpo de controle e qualquer anticorpo de teste (irrespectivo de es-
pécies ou is6tipo), alguém pode primeiro rotular o controle com um rétulo
detectavel, tal como, biotina ou um rétulo enzimatico (ou mesmo radioativo)
para possibilitar subseqiiente identificagdo. Neste caso, alguém pré-
misturara ou incubara o anticorpo nao-rotulado com células expressando a
proteina CS1. O anticorpo rotulado é entdo adicionado as células pré-
incubadas. A intensidade do rotulo de ligacdo é medida. Se o anticorpo rotu-
lado compete com o anticorpo ndo-rotulado por ligagéo a um epitopo de so-
breposigdo, a intensidade sera diminuida com relagéo & ligagéo pelo anti-
corpo nio-rotulado de controle negativo (um anticorpo conhecido que nao
se liga a CS1).

O ensaio pode ser qualquer um de um faixa de ensaios imuno-
Iégicbs com base na competi¢do de anticorpo, e os anticorpos de controle
seriam detectados por meio de detecgdo de seu rétulo, por exemplo, em-
pregando-se estreptavidina no caso de anticorpos biotinilados ou empre-
gando-se um substrato cromogénico em conex@o com um rétulo enzimatico
(tal como substrato de 3,3',5,5-tetrametilbenzidina (TMB) com enzima de
peroxidase) ou simplesmente detectando um rétulo radioativo ou um rétulo
de fluorescéncia. Um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo como os anti-
corpos de controle sera capaz de eficazmente competir para ligag&o e desse

modo significantemente reduzira (por exemplo, em pelo menos 50%) a liga-
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¢&o de anticorpo de controle, como evidenciado por uma redugéo no rétulo
de ligagao.

A reatividade dos anticorpos de controle (rotulados) na auséncia
de um anticorpo completamente irrelevante seria o valor elevado de contro-
le. O valor baixo de controle sera obtido incubando-se os anticorpos de teste
nao-rotulados com células expressando CS1 e em seguida incubando-se a
mistura de célula/anticorpo com anticorpos de controle rotulados exatamente
do mesmo tipo, quando a competicdo ocorrera e reduzira a ligagdo dos anti-
corpos rotulados. Em um ensaio de teste, uma redugéo significante em rea-
tividade de anticorpo rotulado na presenga de um anticorpo de teste € indi-
cativo de um anticorpo de teste que reconhece substancialmente o mesmo
epitopo.

Anticorpos contra CS1 de todas as espécies de origens séo in-
cluidos na presente invengdo. Anticorpos naturais exemplares néo limitantes
incluem anticorpos derivados de ser humano, frango, cabras e roedores (por
exemplo, ratos, camundongos, hamsters e coelhos), incluindo roedores
transgénicos geneticamente construidos para produzir anticorpos humanos
(veja, por exemplo, Lonberg e outros, WO 93/12227; Patente U.S. n°
5.545.806; e Kucherlapati, e outros, WO 91/10741, Patente US. n°
6.150.584, que sdo aqui incorporadas por referéncia em sua totalidade). Os
anticorpos naturais s&o os anticorpos produzidos por um animal hospedeiro
apds ser imunizado com um antigeno, tal como um polipeptideo, preferivel-
mente um polipeptideo humano. Em uma modalidade preferida, o anticorpo
da presente invengdo é um anticorpo natural isolado que se liga a e/ou neu-
traliza CS1.

Os anticorpos anti-CS1 geneticamente alterados devem ser fun-
cionalmente equivalentes aos anticorpos naturais acima mencionados. Os
anticorpos modificados fornecendo estabilidade melhorada efou eficacia te-
rapéutica sdo preferidos. Exemplos de anticorpos modificados incluem aque-
les com substituicdes conservativas de residuos de aminoacido, € uma ou
mais delegdes ou adigdes de aminoacidos que néo significantemente delete-

riamente alteram a utilidade de ligagdo de antigeno. As substituigdes podem
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variar de carga ou modificagdo de um ou mais residuos de aminoacido para
replanejamento completo de uma regido contanto que a utilidade terapéutica
seja mantida. Os anticorpos desta invengdo podem ser madificados pos-
traducionalmente (por exemplo, acetilag&o, e/ou fosforilagdo) ou podem ser
modificados sinteticamente (por exemplo, a ligagio de um grupo rotulagem).
Os anticorpos geneticamente alterados preferidos sdo anticorpos quiméricos
e anticorpos humanizados.

O anticorpo quimérico € um anticorpo tendo uma regiéo varidvel
e uma regido constante derivadas de dois anticorpos diferentes, preferivel-
mente derivados de espécies separadas. Preferivelmente, a regido variavel
do anticorpo quimérico é derivada de murino e a regido constante é derivada
de ser humano.

Em uma modalidade, as regides variaveis de murino sao deriva-
das de qualquer um dos anticorpos monoclonais aqui descritos. A fim de
produzir os anticorpos quiméricos, as porgdes derivadas de duas espécies
diferentes (por exemplo, regido constante humana e variavel de murino ou
regido de ligacdo) podem ser unidas uma a outra quimicamente por técnicas
convencionais ou podem ser preparadas como proteinas contiguas simples
empregando-se técnicas de engenharia genética. As moléculas de DNA co-
dificando as proteinas de ambas as porgdes de cadeia leve e cadeia pesada
do anticorpo quimérico podem ser expressas como proteinas contiguas. O
método de preparar anticorpos quiméricos é descrito na Patente U.S. n°
5.677.427, Patente U.S. n® 6.120.767; e Patente U.S. n°® 6.329.508, cada
das quais é incorporada por referéncia em sua totalidade.

Os anticorpos geneticamente alterados empregados na presente
invengdo incluem anticorpos humanizados que se ligam a e neutralizam
CS1. Em uma modalidade, o referido anticorpo humanizado compreendendo
CDRs de uma imunoglobulina doadora de camundongo e estruturas de ca-
deia pesada e cadeia leve e regides constantes de umas imunoglobulina
receptora humana. Em um exemplo, os anticorpos humanizados s&o as ver-
sBes humanizadas de qualquer um dos anticorpos aqui descritos. O método

de preparar anticorpo humanizado é descrito nas Patentes U.S. n°s
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5.530.101, 5.585.089, 5.693.761, 5.693.762, e 6.180.370, cada das quais &
aqui incorporada por referéncia em sua totalidade.

Os anticorpos totalmente humanos anti-CS1 sdo também inclui-
dos na presente invengdo. Em uma modalidade preferida da presente in-
vengao, os referidos anticorpos totalmente humanos sdo anticorpos huma-
nos isolados que neutralizam as atividades de CS1 aqui descritas.

Os anticorpos totalmente humanos contra CS1 séo produzidos
por uma variedade de técnicas. Um exemplo € a metodologia de trioma. O
método basico e um parceiro de fusdo de célula exemplar, SPAZ-4, para
uso neste método foi descrito por Oestberg e outros, Hybridoma 2:361-367
(1983); Oestberb, Patente U.S. n° 4.634.664; e Engleman e outros, Patente
U.S. n°4.634.666 (cada das quais & incorporada por referéncia em sua tota-
lidade).

Os anticorpos humanos contra CS1 podem também ser produzi-
dos de animais transgénicos ndo-humanos tendo transgenes codificando
pelo menos um segmento do local de imunoglobulina humana. A produgéo e
propriedades de animais tendo estas propriedades s&o descritas em deta-
fhes por, observe, por exemplo, Longerg e outros, WO 93/12227; Patente
US n° 5.545.806, e Kucherlaspati, e outros, WO 91/10741, Patente US n°
6.150.584, que séo aqui incorporadas por referéncia em sua totalidade.

Varias tecnologias de biblioteca de anticorpo recombinante po-
dem também ser utilizadas para produzir anticorpos totalmente humanos.
Por exemplo, um método é avaliar uma bibliotecas de DNA de células B
humanas de acordo com o protocolo geral delineado por Huse e outros, Sci-
ence 246: 1275-1281 (1989). Anticorpos ligando CS1 ou um fragmento des-
te séo selecionados. As seqliéncias codificando tais anticorpos (ou ligando
fragmentos) sdo entdo clonadas e amplificadas. O protocolo descrito por
Huse é tornado mais eficiente em combinagio com tecnologia de exibi¢ao
de fago. Observe, por exemplo, Dower e outros, WO 91/17271 e McCafferty
e outros, WO 92/01047, Patente US n° 5.969.108, (cada das quais é incor-
porada. por referéncia em sua totalidade). Nestes métodos, bibliotecas de

fago sdo produzidas, nas quais membros exibem diferentes anticorpos sobre
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suas superficies externas. Anticorpos s&do usualmente exibidos como frag-
mentos Fv ou Fab. Os fagos exibindo anticorpos com uma especificidade
desejada s#do selecionados por enriquecimento por afinidade a CS1 ou
fragmento deste.

Ribossomas eucaridticos podem também ser empregados como
métodos para exibir uma biblioteca de anticorpos e isolar os anticorpos hu-
manos de ligagdo por avaliagéo contra o antigeno alvo, tal como CS1, como
descrito em Coia G, e outros, J. lmmunol. Methods 1: 254 (1-2): 191-7
(2001); Hanes J. e outros, Nat. Biotechnol. 18 (12): 1287-92 (2000); Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95 (24): 14130-5 (1998); Proc. Natl. Acad. Sci. U.s.
A. 94 (10); 4937-42 (1997), cada dos quais € incorporado por referéncia em
sua totalidade.

O sistema de levedura é também adequado para avaliar a su-
perficie celular mamifera ou proteinas secretadas, tais como anticorpos. As
bibliotecas de anticorpo podem ser exibidas sobre a superficie de células de
levedura para o propésito de obter os antiCorpos humanos contra um anti-
geno alvo. Este método & descrito por Yeung, e outros, Biotechnol. Prog.
18(2): 212-20 (2002); Boeder, E. T., e outros, Nat. Biotechnol. 15(6): 553-7
(1997), cada dos quais é aqui incorporado por referéncia em sua totalidade.
Alternativamente, as bibliotecas de anticorpo humano podem ser expressas
intracelularmente e analisadas por meio de sistema de dois hibridos de le-
vedura (WO 0200729A2, que € incorporado por referéncia em sua totalida-
de). ‘

Os fragmentos dos anticorpos anti-CS1, que retém a especifici-
dade de ligagdo a Cs1, sdo tambem incluidos na presente invengdo. Exem-
plos destes fragmentos de ligagdo de antigeno incluem, porém nao estéo
limitados a, cadeias leves ou cadeias pesadas parcial ou totais, regides vari-
4veis, ou regides de CDR de quaisquer anticorpos anti-CS1 descritos aqui.

Em uma modalidade preferida da invengéo, os fragmentos de
anticorpo sdo cadeias truncadas (truncadas na extremidade carboxila). Pre-
ferivelmente, estas cadeias truncadas possuem uma ou mais atividades de

imunoglobulina (por exemplo, atividade de fixagao de complemento). Exem-
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plos de cadeias truncadas incluem, porém néo estéo limitadas a, fragmentos
Fab (consistindo em dominios VL, VH, CL e CH1); fragmentos Fd (consistin-
do nos dominios VH e CH1); fragmentos de Fv (consistindo em dominios VL
e VH de uma cadeia simples de um anticorpo); fragmentos de dab (consis-
tindo em um dominio VH: regides de CDR isoladas, fragmentos de (Fab'),,
fragmentos bivalentes (compreendendo dois fragmentos de Fab ligado por
uma ponte de dissulfeto na regido de articulagéo). As cadeias truncadas po-
dem ser produzidas por técnicas de bioquimica convencionais, tais como
clivagem de enzima, ou técnicas de DNA recombinante, cada dos quais é
conhecida na técnica. Estes fragmentos de polipeptideo podem ser empre-
gados por clivagem proteolitica de anticorpos intactos por meétodos bem-
conhecidos na técnica, ou inserindo-se cddons de interrupgéo nas localiza-
cbes desejadas nos vetores empregando-se mutagénese direcionada ao
sitio, tal como ap6s CH1 para produzir os fragmentos de Fab ou apés a re-
gido de articulagdo para produzir fragmentos de (Fab'),. Os anticorpos de
cadeia leve podem ser produzidos unindo-se as regides de codificagéo V,, e
V,; com um DNA que codifica um ligante de peptideo conectando os frag-
mentos de proteina VL e VH.

Uma vez que os genes relacionados a imunoglobulina contém
regides funcionais separadas, cada tendo uma ou mais atividades biolégicas
distintas, os genes dos fragmentos de anticorpo podem ser fundidos em re-
gides funcionais de outros genes (por exemplo, enzimas, Patente US Ne°
5.004.692, que é incorporada por referéncia em sua totalidade) para produ-
zir proteinas de fuséo (por exemplo, imunotoxinas) ou conjugados tendo no-
vas propriedades.

A presente invengdo compreende o uso de anticorpos anti-CS1
em imunotoxinas. Os conjugadds que sdo imunotoxinas incluindo anticorpos
foram descritos amplamente na técnica. As toxinas podem ser acopladas
aos anticorpos por técnicas de acoplamento convencionais ou imunotoxinas
contendo porgdes de toxina de proteina podem ser produzidas como protei-
nas de fusdo. Os conjugados da presente invengdo podem ser empregados

de uma maneira correspondente para obter tais imunotoxinas. llustrativas de
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tais imunotoxinas sdo aquelas descritas por Byers, B. S. e outros, Seminars
Cell Biol 2:59-70 (1991) e por Fanger, M. W. e outros, Immunol Today 12:51-
54 (1991).

Técnicas de DNA recombinante podem ser empregadas para
produzir os anticorpos anti-CS1 recombinantes, bem como anticorpos anti-
CS1 humanizados ou quiméricos ou quaisquer outros anticorpos genetica-
mente alterados anti-CS1 e os fragmentos ou conjugados destes em quais-
quer sistemas de expressao incluindo ambos sistemas de expressdo eucari-
Gtico e procariético, tais como bactérias, levedura, células de inseto, células
de planta e células mamiferas (por exemplo, células de NSO).

Logo que produzidos, os anticorpos inteiros, seus qimeros, ca-
deias pesadas e leves individuais, ou outras formas de imunoglobulina da
presente invengéo podem ser purificados de acordo com procedimentos pa-
drdo da técnica, incluindo precipitagdo de sulfato de aménio, colunas de afi-
nidade, cromatografia de coluna, eletroforese em gel e similares (veja, ge-
ralmente, Scopes, R., Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., 1982)). I-
munoglobulinas substancialmente puras de pelo menos cerca de 90 a 95%
de homogeneidade sdo preferidas e 98 a 99% ou mais de homogeneidade
mais preferidas, para usos farmacéuticos. Logo que purificados, parcialmen-
te ou em homogeneidade como desejado, os polipeptideos podem entdo ser
empregados terapeuticamente (incluindo extracorporeamente) ou desenvol-
vendo-se e realizando-se procedimentos de ensaio, manchamentos imuno-
fluorescentes, e similares. (Veja, geralmente, Immunological Methods, Vols.
| e Il (Lefkovits e Pernis, eds., Academic Press, NY, 1979 e 1981). Os anti-
corpos anti-CS1 isolados ou purificados podem da mesma forma ser avalia-
dos quanto a sua capacidade de neutralizar as atividades biologicas de CS1
como descrito nos Exemplos.

Uso de acidos nucléicos de CS1

Como descrito anteriormente, as seqiiéncias de CS1 sé&o identi-
ficadas inicialmente por ligagdo ou homologia de seqiéncia de aminoacido
elou acido nucléico substancial as seqiiéncias de CS1 da Tabela 2. Tal ho-

mologia pode ser baseada na seqiiéncia de aminoacido ou acido nucléico
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total, e é geralmente determinada empregando condigdes de hibridizag&o ou
programas de homologia. Tipicamente, as seqliéncias ligadas em um mRNA
sdo encontradas na mesma molécula.

Percentual de identidade de uma seqliéncia pode ser determi-
nado empregando um algoritmo tal como BLAST. Um método preferido utili-
za 0 médulo BLASTN do grupo WU-BLAST-2 aos parametros basicos, com
grupo ponte de sobreposigdo e fragdo de sobreposicdo em 1 e 0,125, res-
pectivamente. O alinhamento pode incluir a introdugdo de aberturas nas se-
qléncias a ser alinhadas. Além disso, para seqiéncias que contém mais ou
menos nucleotideos do que aqueles dos acidos nucléicos descritos, a por-
centagem de homologia pode ser determinada com base no ndimero de nu-
cleosideos homdlogos em relagdo ao numero total de nucleosideos. Desse
modo, por exemplo, homologia de seqiiéncias mais curtas do que aquela
das seqliéncias identificadas sera determinada empregando o nimero de
nucleosideos na seqliéncia mais curta.

Em uma modalidade, homologia de acido nucléico é determina-
da através de estudos de hibridizagdo. Desse modo, por exemplo, acidos
nucléicos que hibridizam sob alta rigorosidade em um acido nucléico descri-
to ou seu complemento ou é da mesma forma encontradc em mRNAs de
ocorréncia natural é considerado uma seqliéncia homéloga. Em outra moda-
lidade, condigbes de hibridizagdo menos rigorosas sdo empregadas; por
exemplo, condigbes de rigorosidade baixa ou moderada podem ser empre-
gadas; veja Ausubel, supra e Tijssen, supra.

' As seqléncias de acido nucléico de CS1 da invencéo, por e-
xemplo, as seqii&ncias na Tabela 2, podem ser fragmentos de genes maio-
res, por exemplo, elas sdo segmentos de acido nucléico. "Genes" neste con-
texto incluem regides de codificagéo, regides de nao-codificagdo e misturas
de regides de codificacdo e n&o-codificagdo. Adequadamente, usando as
seqléncias fornecidas aqui, seqliéncias prolongadas, em qualquer dire¢éo,
dos genes de CS1 podem ser obtidas, empregando técnicas bem-
conhecidas para clonar seqliéncias mais longas ou as seqiiéncias de tama-

nho natural; veja Ausubel, eoutros, supra. Muito pode ser feito por informati-
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ca e muitas seqliéncias podem ser agrupadas para incluir seqiiéncias multi-
plas que correspondem a um Unico gene, por exemplo, sistemas tal como
UniGene.

O acido nucléico de CS1 da presente invengéo é empregado de
varias maneiras. Em uma modalidade, sondas de acido nucléico em CS1
sdo feitas e ligadas em biochips a ser empregados em métodos de avalia-
cdo e diagndsticos, como esbogado abaixo, ou para administragéo, por e-
xemplo, para terapia de gene, vacina, RNAI, e/ou aplicagtes de anti-sentido.
Alternativamente, acidos nucléicos de CS1 que incluem regides de codifica-
¢ao de proteina de CS1 podem ser colocados em vetores de expressdo pa-
ra a expressdo de proteina de CS1, novamente para avaliar os propodsitos
ou para administragdo em um paciente.

Em outra modalidade, sondas de acido nucléico em éacido nu-
cléico de CS1 (ambas as seqiiéncias de acido nucléico esbogadas nas figu-
ras efou complementos destes) sdo feitas. As sondas de acido nucléico li-
gadas ao biochip sdo designadas ser substancialmente complementares ao
acido nucléico de CS1, por exemplo, a sequéncia alvo (a seqiiéncia alvo da
amostra ou em outras sequéncias de sonda, por exemplo, em ensaios san-
duiche), tal que a hibridizagdo da seqliéncia alvo e as sondas da presente
invengdo ocorrem. Como esbogado abaixo, esta complementaridade nao
necessita ser perfeita; pode haver qualquer niimero de ligagbes imperfeitas
de par de base que interferira com hibridizagéo entre a sequéncia alvo e os
acidos nucléicos de filamento Unico da presente invengdo. Entretanto, se o
nimero de mutagdes é tdo grande que nenhuma hibridagéo pode ocorrer
sob até mesmo a rigorosidade menor de condigbes de hibridizagéo, a se-
giiéncia ndo é uma seqiiéncia alvo complementar. Desse modo, por "subs-
tancialmente complementar” aqui é entendido que as sondas sédo suficien-
temente complementares as sequéncias alvo para hibridizar sob condigoes
de reacdo normais, particularmente condigdes de alta rigorosidade, como
esbogado aqui.

Uma sonda de acido nucléico € geralmente de filamento Unico

porém pode ser de filamento parcialmente Gnica e parcialmente duplo. A
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filamentagdo da sonda ¢ imposto pela estrutura, composigao e propriedades
da seqliéncia alvo. Em geral, as sondas de acido nucléico variam de cerca
de 8-100 bases longas, com cerca de 10-80 bases sendo preferidas, e de
cerca de 30-50 bases sendo particularmente preferidas. Isto é, geralmente
genes inteiros ndo sdo empregados. Em algumas modalidades, acidos nu-
cléicos muito mais longos podem ser empregados, até centenas de bases.

Em outra modalidade, mais do que uma sonda por seqliéncia é
empregada, com sondas de sobreposigdo ou sondas em segdes diferentes
do alvo a ser empregado. Isto &, dois, trés, quatro ou mais sondas, com trés
sendo preferidas, sdo empregadas para construir em uma redundéncia para
um alvo particular. As sondas podem ser sobrepostas (por exemplo, ter al-
guma seqliéncia em comum), ou separadas. Em alguns casos, iniciadores
de PCR podem ser empregados para amplificar sinal para sensibilidade
mais alta.

Acidos nucléicos podem ser ligados ou imobilizados em um su-
porte s6lido em uma ampla variedade de maneiras. Por equivalentes grama-
ticos e "imobilizados" aqui € entendido a associagdo ou ligagdo entre a son-
da de acido nucléico e o suporte sélido é suficiente para ser estavel sob as
condicbes de ligagdo, lavagem, analise e remog&o como esbocgado. A liga-
¢do pode tipicamente ser covalente ou nao-covalente. Por "ligagdo nao-
covalente" e equivalentes gramaticos aqui é entendido uma ou mais intera-
¢Oes eletrostaticas, hidrofilicas e hidrofébicas. Incluido em ligagdo nao-
covalente é a ligagdo covalente de uma molécula, por exemplo, estreptavi-
dina ao suporte e a ligagdo nao-covalente da sonda biotinilada a estreptavi-
dina. Por "ligagdo covalente" e equivalentes gramaticos aqui é entendido
que as duas porgées, o suporte sdlido e a sonda, sédo ligadas por por pelo
menos uma ligagdo, incluindo liga¢des sigma, ligagdes pi e ligagdes de co-
ordenagéo. LigagOes covalentes podem ser formadas diretamente entre a
sonda e o suporte sélido ou podem ser formadas por um reticulador ou por
inciusdo de um grupo reativo especifico no suporte sélido ou na sonda ou
ambas as moléculas. A imobilizagdo pode da mesma forma envolver uma

combinagdo de interagbes covalentes e ndo-covalentes.
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Em geral, as sondas sdo ligadas ao biochip em uma ampla va-
riedade de maneiras. Como descrito aqui, os &cidos nucléicos podem ser
sintetizados primeiro, com ligagdo subseqliente ao biochip, ou podem ser
sintetizados diretamente no biochip.

O biochip compreende um substrato sélido adequado. Por
"substrato” ou "suporte solido" ou outros equivalentes gramaticos aqui é sig-
nificado um material que pode ser modificado para a ligagéo ou associagao
das sondas de acido nucléico e é receptivo por pelo menos um método de
deteccdo. Freqiientemente, o substrato podem conter sitios individuais dis-
cretos apropriados para identificagdo e divisdo individual. O ndmero de pos-
siveis substratos é muito grande, e inclui, porém n&o séo limitados a, vidro e
vidro funcionalizado ou modificado, plasticos (incluindo acrilicos, poliestireno
e copolimeros de estireno e outros materiais, polipropileno, polietileno, poli-
butileno, poliuretanos, Teflon J, etc.), polissacarideos, nailon ou nitrocelulo-
se, resinas, silica ou materiais com base em silica incluindo silicio e silicio
modificado, carbonos, metais, vidros inorgénicos, plasticos, etc. Em geral, os
substratos permitem a detecgdo optica e n&o fluorescem apreciavelmente.
Veja WO 0055627.

Geralmente o substrato é planar, embora outras configuragbes
de substratos possam ser empregadas também. Por exemplo, as sondas
podem ser colocadas na superficie interior de um tubo para andlise de a-
mostra através de fluxo para minimizar o volume de amostra. Similarmente,
o substrato pode ser flexivel, tal como uma espuma flexivel, incluindo espu-
mas de célula fechadas feitas de plasticos particulares.

Em uma modalidade, a superficie do biochip e a sonda podem
ser derivadas com grupos funcionais quimicos para ligagao subsequente
das duas. Desse modo, por exemplo, o biochip & derivado com um grupo
funcional quimico incluindo, porém n3o limitado a, grupos amino, grupos
carboxi, grupos oxo e grupos tiol, com grupos amino sendo particularmente
preferidos. Empregando estes grupos funcionais, as sondas podem ser liga-
das empregando grupos funcionais nas sondas. Por exemplo, acidos nucléi-

cos contendo grupos amino podem ser ligados as superficies compreen-
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dendo grupos amino, por exemplo, empregando ligantes; por exemplo, li-
gantes homo- ou heterobifuncionais visto que sdo bem-conhecidos (veja
catalogo de 1994 Pierce Chemical Company, segdo técnica em reticulado-
res, paginas 155-200). Além disso, em alguns casos, ligantes adicionais, tais
como grupos alquila (incluindo grupos heteroalquila e substituidos) podem
ser empregados.

Nesta modalidade, oligonucleotideos sdo sintetizados, e em se-
guida ligados a superficie do suporte sélido. Os terminais 5' ou 3' podem ser
ligados ao suporte sélido, ou a ligagdo pode ser por meio da ligagde em um
nucleosideo interno. Em outra modalidade, a imobilizagdo ao suporte sélido
pode ser muito forte, contudo ndo-covalente. Por exemplo, oligonucleotideos
biotinilados podem ser feitos, cuja ligagdo em superficies covalentemente
revestidas com estreptavidina, resultando na uni&o.

Alternativamente, os oligonucleotideos podem ser sintetizados
na superficie. Por exemplo, técnicas de fotoativagéo utilizando técnicas e
compostos de fotopolimerizagic sdo empregadas. Em outra modalidade, os
acidos nucléicos podem ser sintetizados in situ, empregando técnicas fotoli-
togréaficas, tais como aquelas descritas em WO 95/25116; WO 95/35505;
Patente US N°s 5.700.637 e 5.445.934; e referéncias citadas dentro de to-
das das quais s&o expressamente incorporadas por referéncia; estes méto-
dos de ligagdo formam a base da tecnologia de‘Affymetrix GENECHIP®
(chip de Microdisposigdo de DNA).

Freglientemente, ensaios com base na ampiificagéo séo realiza-
dos para medir o nivel de expressdo de seqliéncias associadas a CS1. Es-
tes ensaios s3o tipicamente realizados junto com a transcrigéo reversa. Em
tais ensaios, uma sequiéncia de acido nucléico associada a CS1 age como
um padrdo em uma reagéo de amplificagdo (por exemplo, Reagdo em Ca-
deia de Polimerase, ou PCR). Em uma amplificagdo quantitativa, a quanti-
dade do produto de amplificagéo sera proporcional a quantidade do padréo
na amostra original. A comparagido em controles apropriados fornece uma
medida da quantidade de RNA associado a CS1. Métodos de amplificagdo

quantitativa sdo bem-conhecidos. Protocolos detalhados para PCR quantita-

a2



10

15

20

25

30

57

tiva, por exemplo, em Innis, e outros. (1990) PCR Protocols: A Guide to Me-
thods and Aplications Academic Press.

Em algumas modalidades, um ensaio com base em TAQMAN®
(uma sonda de oligonucleotideo flurogénica) &€ empregado para medir a ex-
pressdo. Ensaios com base em TAQMAN® empregam uma sonda de oligo-
nucleotideo fluorogénica que contém uma tintura fluorescente 5' e um agen-
te de extingdo 3'. A sonda hibridiza para um produto de PCR, porem nao
pode por si mesmo ser prolongada devido a um agente de bloqueio na ex-
tremidade 3'. Quando o produto de PCR é amplificado em ciclos subseqiien-
tes, a atividade de 5' nuclease da polimerase, por exemplo, AMPLITAQ®
(DNA polimerase), resulta na clivagem da sonda TAQMAN®. Esta clivagem
separa a tintura fluorescente 5' e o agente de extingdo 3', desse modo resul-
tando em um aumento na fluorescéncia como uma fungdo de amplificagdo
(veja, por exemplo, a literatura fornecida por Perkin-Elmer).

Qutros métodos de amplificagéo adequados incluem, porém n&o
sdo limitados a, reagdo de cadeia de ligase (LCR) (veja Wu e Wallace
(1989) Genomics 4:560-569, Landegren, e outros (1988) Science 241:1077-
1080 e Barringer, e outros (1990) Gene 89:117-122), amplificagéo de trans-
crigdo (Kwoh, e outros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177),
replicacdo de seqiiéncia auto-sustentada (Guatelli, e outros (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878), PCR em ponto, PCR adaptadora de
ligante, etc.

Expressio de proteina de CS1 de acidos nucléicos

Em uma modalidade, acido nucléico de CS1, por exemplo, codi-
ficando proteina de C81, sdo empregadas para preparar uma variedade de

vetores de expressdo para expressar a proteina de CS1 que pode ser em

- seguida empregada no desenvolvimento de reagentes para ensaios diag-

nosticos como descrito abaixo. Vetores de expresséo e tecnologia de DNA
recombinante sdo bem-conhecidos (veja, por exemplo, Ausubel, supra, e
Fernandez e Hoeffler (eds. 1999) Gene Expression Systems Academic
Press) para expressar as proteinas. Os vetores de expressdo podem ser

vetores extra-cromossémicos de auto-replicagdo ou vetores que integram

-
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em um genoma hospedeiro. Geralmente, estes vetores de expresséo inclu-
em acido nucléico transcricional e traducional operavelmente ligado ao acido
nucléico codificando a proteina de CS1. O termo "seqiiéncias de controle”
refere-se as seqiiéncias de DNA empregadas para a expressdo de uma se-
gliéncia de codificacdo operavelmente ligada em um organismo hospedeiro
particular. As seqiiéncias de controle que séo adequados para procariotas,
por exemplo, incluem um promotor, opcionalmente uma seqliéncia operado-
ra e um sitio de ligagdo de ribossoma. Células eucaridticas sdo conhecidas
para utilizar os promotores, sinais de poliadenilagéo e realcadores.

Acido nucléico é "operavelmente ligado" quando é colocado em
uma relagdo funcional com outra sequiiéncia de acido nucléico. Por exemplo,
DNA para uma pré-seqiiéncia ou lider segregador é operavelmente ligado
ao DNA para um polipeptideo se for expresso como uma pré-proteina que
participa na segregagdo do polipeptideo; um promotor ou realgador & opera-
velmente ligado a uma sequéncia de codificagéo se ele afeta a transcri¢éo
da seqiiéncia; ou um sitio de ligagéo de ribossoma é operavelmente ligado a
uma sequiéncia de codificagdo se estiver posicionado para facilitar a tradu-
cdo. Geralmente, "operavelmente ligada" significa que as sequéncias de
DNA a ser ligadas sdo contiguas, e, no caso de um lider segregador, conti-
guas e em fase de leitura. Entretanto, os realgadores néo tém que ser conti-
guos. A ligagdo ¢ tipicamente realizada por ligagdo em sitios de restrigdo
convenientes. Se tais sitios ndo existirem, ligantes ou adaptadores de oligo-
nucleotideo sintéticos sdo empregados de acordo com a pratica convencio-
nal. Acido nucléico regulador transcricional e traducional geralmente sera
apropriado a célula hospedeira empregada para expressar a proteina de
CS1. Tipos numerosos de vetores de expresséo apropriados e seqiiéncias
reguladoras adequadas sdo conhecidos por uma variedade de células hos-
pedeiras.

Em geral, seqiiéncias reguladoras transcricionais e traducionais
podem incluir, porém nao sdo limitadas a, seqliiéncias promotoras, sitios de
ligagdo ribossémicos, seqliéncias de interrupgao e iniciagéo transcricionais,

seqiiéncias de interrupgdo e iniciagdo traducionais, seqiiéncias ativadoras e
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realgadoras. Em uma modalidade, as seqléncias reguladoras incluem se-
qgléncias de interrup¢ao e iniciagio transcricionais € promotoras.

Seqliéncias promotoras podem ser promotores constitutivos ou
induziveis. Os promotores podem ser promotores de ocorréncia natural ou
promotores hibridos. Promotores hibridos, que combinam elementos de
mais do que um promotor, sdo da mesma forma conhecidos, e sdo Uteis na
presente invengéo.

Um vetor de expressio pode compreender elementos adicio-
nais. Por exemplo, o vetor de expresséo pode ter dois sistemas de replica-
¢éo, desse modo permitindo ser mantido em dois organismos, por exemplo,
em células de inseto ou mamiferos para expressdo e em um hospedeiro
procariodtico para clonagem e amplificagdo. Além disso, para integrar vetores
de expressdo, o vetor de expressdo freqglientemente contém pelo menos
uma seqiiéncia homoéloga ao genoma de célula hospedeira, e preferiveimen-
te duas seqiiéncias homologas que flanqueiam o constructo de expresséo.
O vetor de integracéo pode ser direcionado a um local especifico na célula
hospedeira selecionando-se a sequiéncia homologa apropriada para inclu-
sdo no vetor. Os constructos para integrar vetores sdo disponiveis. Veja, por
exemplo, Fernandez and Hoeffler, supra; e Kitamura, e outros (1995) Proc.
Nat'l Acad. Sci. USA 92:9146-9150.

Além disso, em outra modalidade, o vetor de expressao contém
um gene marcador seleciondvel para permitir a selegéo de células hospedei-
ras transformadas. Genes de seleg8o sdo bem-conhecidos e variardo com a
célula hospedeira empregada.

A proteina de CS1 da presente invengdo é normalmente produ-
zida cultivando-se uma célula hospedeira transformada com um vetor de
expressao contendo acido nucléico codificando uma proteina de CS1, sob
as condi¢bes apropriadas para induzir ou causar expressdo da proteina de
CS1. Condicdes apropriadas para expressdo de proteina de CS1 variardo
com a escolha do vetor de expressio e da célula hospedeira, e sera facil-
mente verificado através da otimizagdo ou experimentagdo de rotina. Por

exemplo, o uso de promotores constitutivos no vetor de expressdo requerera

NERS



10

16

20

25

30

60

a otimizagéo do crescimento e proliferagédo da célula hospedeira, a0 mesmo
tempo que o uso de um promotor induzivel requer as condigbes de cresci-
mento apropriadas para indugdo. Além disso, em algumas modalidades, a
cronometragem da colheita & importante. Por exemplo, os sistemas baculo-
virais empregados na expressdo de célula de inseto sdo virus liticos, e des-
se modo a selecdo de tempo da colheita pode ser crucial para o rendimento
do produto.

Células hospedeiras apropriadas incluem levedura, bacterias,
arquibactérias, fungos e células de inseto e animal, incluindo células de
mamifero. De interesse particular sdo Saccharomyces cerevisiae e outras
leveduras, E. coli, Bacillus subtilis, células Sf9, células C129, células 293,
Neurospora, BHK, CHO, COS, células HeLa, HUVEC (células endoteliais de
veia umbilical humana), células THP1 (uma linhagem de célula de macrofa-
go), e varias outras células humanas e linhagens de célula.

Em uma modalidade, as proteinas de CS1 sdo expressas em
células de mamiferos. Sistemas de expressdo de mamiferos podem ser em-
pregados, e incluem sistemas retrovirais e adenovirais. Um sistema de vetor
de expressdo & um sistema de vetor retroviral tal como € geralmente descri-
to em PCT/US97/01019 e PCT/US97/01048. De uso particular como promo-
tores mamiferos sdo os promotores de genes virais de mamifero, desde que
os genes virais sejam freqlientemente altamente expressos € tenham uma
ampla faixa de hospedeiro. Exemplos incluem o promotor precoce SV40,
promotor de LTR de virus de tumor mamario de camundongo, promotor tar-
dio principal de adenovirus, promotor de virus do herpes simples e o promo-
tor de CMV (veja, por exemplo, Fernandez e Hoeffler, supra). Tipicamente,
sequiéncias de poliadenilagdo e terminag&o de transcrigéo reconhecidas por
células de mamifero sdo regides reguladoras localizadas em 3' ao codon de
interrupgdo de tradugo e desse modo, juntas com os elementos promoto-
res, flanqueiam a seqiiéncia de codificagdo. Exemplos de sinais de poliade-
nilagdo e terminadores de transcrigdo incluem aqueles derivados de SV40.

Métodos de introduzir acido nucléico exdgeno em hospedeiros

mamiferos, bem como outros hospedeiros, sdo disponiveis, e variardo com
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a célula hospedeira empregada. As técnicas incluem transfecgdo mediada
por dextrano, precipitagio de fosfato de célcio, transfecgdo mediada por po-
libreno, fusdo de protoplasto, eletroporagdo, infecgdo viral, encapsulacio
do(s) polinuclectideo(s) em lipossomas e microinje¢do direta do DNA em
nacleos.

Em outra modalidade, proteina de CS1 é expressado em siste-
mas bacterianos. Promotores de bacteriofago podem da mesma forma ser
empregados. Além disso, 0s promotores sintéticos e promotores hibridos
sdo da mesma forma Uteis; por exemplo, o promotor tac € um hibrido das
seqiiéncias de promotor trp e lac. Além disso, um promotor bacteriano pode
incluir promotores de ocorréncia natural de origem nao-bacteriana que tem a
capacidade de ligar RNA polimerase bacteriana e iniciar a transcrigdo. Além
de uma seqiiéncia de promotor de funcionamento, um sitio de ligagdo de
ribossoma eficiente & desejavel. O vetor de expressdo pode da mesma for-
ma incluir uma seqiiéncia de peptideo de sinal que fornece segregacéo da
proteina de CS1 em bactérias. A proteina é segregada nos meios de cres-
cimento (bactérias gram-positivas) ou no espago periplasmico, localizado
entre a membrana interna e externa da célula (bactérias gram-negativas). O
vetor de expressdo bacteriano pode da mesma forma incluir um gene mar-
cador selecionavel para permitir a selegdo de cepas bacterianas que foram
transformadas. Genes de selegéo adequados incluem genes que tornam as
bactérias resistentes as drogas tal como ampicilina, cloranfenicol, eritromici-
na, canamicina, neomicina e tetraciclina. Marcadores selecionaveis da
mesma forma incluem genes biossintéticos, tais como aqueles nas trithas
biossintéticas de histidina, triptofano e leucina. Estes componentes s&o reu-
nidos em vetores de expressdo. Vetores de expressdo para bactérias séo
bem-conhecidos, e incluem vetores para Bacillus subtilis, E. coli, Strepto-
coccus cremoris e Streptococcus lividans, entre outros (por exemplo, Fer-
nandez e Hoeffler, supra). Os vetores de expressdo bacterianos sdo trans-
formados em células hospedeiras bacterianas empregando técnicas tal co-
mo tratamento de cloreto de calcio, eletroporagéo e outros.

Em uma modalidade, proteina de CS1 é produzida em células
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de inseto empregando, por exemplo, vetores de expresséo para a transfor-
magao de células de inseto e em particular, vetores de expressdo com base
em baculovirus.

Em outra modalidade, uma proteina de CS1 & produzida em cé-
lulas de levedura. Sistemas de expressdo de levedura sdo bem-conhecidos
e incluem vetores de expressdo para Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans e C. maltosa, Hansenula polymorpha, Kluyveromyces fragilis e K.
lactis, Pichia guillerimondii e P. pastoris, Schizosaccharomyces pombe e
Yarrowia lipolytica.

A proteina de CS1 pode ser feita da mesma forma como uma
proteina de fusdo, empregando técnicas disponiveis. Desse modo, por e-
xemplo, para a criagdo de anticorpos monoclonais, se o epitopo desejado
for pequeno, a proteina de CS1 pode ser fundida em uma proteina carrea-
dora para formar um imundgeno. Alternativamente, a proteina de CS1 pode
ser feita como uma proteina de fusdo para aumentar a expressao, ou por
outras razdes. Por exemplo, quando a proteina de CS1 for um peptideo de
CS1, o acido nucléico codificando o peptideo pode ser ligado a outro acido
nucléico para propositos de expressdo. Fus&o com rotulos de epitopo de
detecgdo pode ser feita, por exemplo, com FLAG, His6, myc, HA, etc.

Em ainda outra modalidade, a proteina de CS1 ¢ purificada ou
isolada depois da expressdo. A proteina de CS1 pode ser isolada ou purifi-
cada em uma variedade de maneiras dependendo de quais outros compo-
nentes estdo presentes na amostra e as exigéncias para produto purificado,
por exemplo, conformagdo natural ou desnaturado. Métodos de purificagdo
padrdo incluem técnicas de precipitagdes de sulfato de amonio, eletroforeti-

cas, moleculares, imunolégicas, e cromatogréficas, incluindo permuta de

~ fon, hidrofébico, afinidade e cromatografia de HPLC de fase reversa e cro-

matofocalizagdo. Por exemplo, a proteina de CS1 pode ser purificada em-
pregando uma coluna de anticorpo de proteina anti-CS1 padrdo. Técnicas
de ultrafiltragdo e diafiltragdo, junto com concentragdo de proteina, sdo da
mesma forma Uteis. Veja, por exemplo, Walsh (2002) Proteins: Biochemistry
e Biotechnology Wiley; Hardin, e outros (eds. 2001) Cloning, Gene Expres-
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sion and Protein Purification Oxford Univ. Press; Wilson, e outros. (eds.
2000) Encyclopedia of Separation Science Academic Press; and Scopes
(1993) Protein Purification Springer-Verlag. O grau de purificagdo necessario
variara dependendo do uso da proteina de CS1. Em alguns exemplos ne-
nhuma purificagdo sera necessaria.

Logo que expressas e purificadas se necessario, as proteinas
de CS1 e acidos nucléico sdo Uteis em varias aplicagdes. Eles podem ser
empregadas como reagentes de imunosselegéo; como reagentes de vacina,
como agentes de avaliagdo, entidades terapéuticas, para produgéo de anti-
corpos, como inibidores de transcrigéo ou tradugéo, etc.

Variantes de proteinas de CS1

Da mesma forma incluidos dentro de uma modalidade de protei-
nas de CS1 sdo variantes de aminoacido das seqiiéncias de ocorréncia na-
tural, como determinado aqui. Preferivelmente, as variantes sdo preferivel-
mente maiores do que cerca de 75% homodlogas a seqiéncia tipo selvagem,
mais preferivelmente maiores do que cerca de 80%, ainda mais preferivel-
mente maiores do que cerca de 85%, € mais preferivelmente maiores do
que 90%. Em algumas modalidades, a homologia sera tdo alta quanto cerca
de 93-95% ou 98%. Quanto aos acidos nucléicos, a homologia neste con-
texto significa identidade ou similaridade de sequiéncia, com identidade sen-
do preferida. Esta homologia serad determinada empregando técnicas pa-
dréo, visto que sdo esbogadas anteriormente para homologias de acido nu-
cléico.

Proteina de CS1 da presente invengdo pode ser mais curta ou
mais longa do que as seqliéncias de aminoacido do tipo selvagem. Desse
modo, em uma modalidade, incluidas dentro da definicdo de proteinas de
CS1 s&o porgbes ou fragmentos das seqliéncias do tipo selvagem aqui. A-
1ém disso, como esbogadc anteriormente, o acido nucléico de CS1 da in-
vengao pode ser empregado para obter regifes de codificagéo adicionais, e
desse modo seqliéncia de proteina adicional.

Em uma modalidade, proteinas de CS1 sio proteinas de CS1

variantes ou derivadas quando comparadas a seqliéncia de tipo selvagem.
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Isto &, como esbogado mais completamente abaixo, o peptideo de CS1 de-
rivado contera freqiientemente pelo menos uma insergéo, delegéo ou substi-
tuicdo de aminoacido, com substituiges de aminoacido sendo particular-
mente preferidas. A deleg&o, insergdo ou substituigio de aminoacido pode
ocorrer em muitas posigdes de residuo dentro do peptideo de CS1.

Da mesma forma incluidas dentro de uma modalidade de protei-
nas de CS1 da presente invengédo sdo variantes de seqiiéncia de aminoaci-
do. Estas variantes tipicamente caem em uma ou mais dentre trés classes:
variantes substitucionais, insercionais ou delecionais. Estas variantes ordi-
nariamente sdo preparadas por mutagénese especifica de sitio de nucleoti-
deos no DNA codificando a proteina de CS1, empregando cassete ou muta-
génese de PCR ou outras técnicas, para produzir DNA codificando a varian-
te, e conseqiientemente expressando o DNA em cultura de célula recombi-
nante como esbocgadas anteriormente. Entretanto, fragmentos de. proteina
de CS1 de variante tendo até cerca de 100-150 residuos podem ser prepa-
rados por sintese in vitro empregando técnicas estabelecidas. Variantes de
seqliéncia de aminoacido sdo caracterizadas pela natureza predeterminada
da variagdo, uma caracteristica que os fixa a parte da variagéo de interes-
pécies ou alélicas de ocorréncia natural da seqtiéncia de aminoéacido de pro-
teina de CS1. As variantes tipicamente exibem uma atividade bioldgica qua-
litativa similar como um analogo de ocorréncia natural, embora as variantes
possam da mesma forma ser selecionadas as quais tém caracteristicas mo-
dificadas.

Ao mesmo tempo que o sitio ou regido para introduzir uma vari-
agao de seqiiéncia de aminoacido & freqientemente predeterminada, a mu-
tag&o por si prépria ndo necessita ser predeterminada. Por exemplo, a fim
de otimizar o desempenho de uma mutagdo em um determinado sitio, a mu-
tagénese aleatéria pode ser conduzida na regido ou coédon alvo e as varian-
tes de CS1 expressas avaliadas quanto & combinagdo ideal da atividade
desejada. Técnicas para preparar mutagdes de substituicdo em sitios prede-
terminados em DNA tendo uma seqiiéncia conhecida sdo bem-conhecidas,

por exemplo, mutagénese de iniciador de M13 e mutagénese de PCR. A
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avaliacdo de mutantes é freqlientemente feita empregando ensaios de ativi-
dades de proteina de CS1.

Substituices de aminoacido séo tipicamente de residuos uni-
cos; insergdes usualmente estardo na ordem de cerca de 1-20 aminoécidos,
embora as insercdes consideravelmente maiores possam ser toleradas. As
delegbes geraimente variam de cerca de 1-20 residuos, embora em alguns
casos as delecdes possam ser muito maiores.

Substituigbes, delegdes, insergdes, ou combinagéo destas po-
dem ser emprégadas para surgir em um derivado final. Geralmente estas
mudangas sdo feitas em alguns aminoacidos para minimizar a alteragdo da
molécula. Entretanto, mudangas maiores podem ser toleradas em certas
circunstancias. Quando pequenas alteragbes nas caracteristicas da proteina
de CS1 sio desejadas, as substituigbes séo geralmente feitas de acordo
com as relagbes de substituicdo de aminoacido descritas.

As variantes tipicamente exibem essencialmente a mesma ativi-
dade bioldgica qualitativa e extrairdo a mesma resposta imune como um
analogo de ocorréncia natural, embora as variantes da mesma forma sejam
selecionadas para modificar as caracteristicas de proteinas de CS1 quando
necessario. Alternativamente, a variante pode ser projetada tal que uma ati-
vidade bioldgica da proteina de CS1 é alterada. Por exemplo, sitios de gli-
cosilagdo podem ser adicionados, alterados ou removidos.

Mudancas significativas na fungdo ou identidade imunologica
sdo as vezes feitas selecionando-se substituigdes que sdo menos conser-
vadoras do que aquelas descritas anteriormente. Por exemplo, as substitui-
cbes podem ser feitas as quais mais significativamente afetam: a estrutura
da cadeia principal do polipeptideo na érea da alteragéo, por exemplo a es-
trutura alfa-helicoidal ou lamina beta; a carga de hidrofobicidade da molécu-
la no sitio alvo; ou a carga da cadeia lateral. Substituicdes que geralmente
sdo esperadas produzir as mudangas maiores nas propriedades do polipep-
tideo sdo aquelas em que (a) um residuo hidrofilico, por exemplo, serina ou

treonina & substituido para (ou por) um residuo hidrofobico, por exemplo,

leugina, isoleucina, fenilalanina, valina ou alanina; (b) uma cisteina ou proli-
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na é substituida para (ou por) outro residuo; (c) um residuo tendo uma ca-
deia lateral eletropositiva, por exemplo, lisina, arginina ou histidina, é substi-
tuido para (ou por) um residuo eletronegativo, por exemplo, acido glutamico
ou aspartico; (d) um residuo tendo uma cadeia lateral volumosa, por exem-
plo, fenilalanina, é substituido para (ou por) algum ndo tendo uma cadeia
lateral, por exemplo, glicina; ou (e) um residuo de prolina é incorporado ou
substituido, o qual muda o grau de liberdade rotacional da ligagdo de pepti-
dila.

As variantes tipicamente exibem uma atividade biolégica qualita-
tiva similar e eliciara a mesma resposta imune como o andlogo de ocorrén-
cia natural, embora as variantes sejam da mesma forma selecionadas para
modificar as caracteristicas das proteinas de CS1 da pele quando necessa-
rio. Alternativamente, a variante pode ser projetada tal que a atividade biolé-
gica da proteina de CS1 é alterada. Por exemplo, os sitios de glicosilagao
podem ser alterados ou removidos.

Modificagbes covalentes de polipeptideos de CS1 s&o incluidas
no escopo desta invengdo. Um tipo de modificagdo covalente inclui reagir os
residuos de aminoacido alvejados de um polipeptideo de CS1 com um a-
gente de derivatizagdo organico que é capaz de reagir com cadeias laterais
selecionadas ou os residuos de terminal N ou C de um polipeptideo de CS1.
A derivatizagdo com agentes bifuncionais é (til, por exemplo, para reticular
polipeptideos de CS1 em uma superficie ou matriz de suporte insolavel em
agua para uso em um método para purificar anticorpos de polipeptideo anti-
CS1 ou avaliar ensaios, como é descrito mais completamente abaixo. Agen-
tes de reticulagdo geralmente empregadoé incluem, por exemplo, 1,1-
bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-hidroxissuccinimida,
por exemplo, ésteres com &cido 4-azidossalicilico, imidoésteres homobifun-
cionais, incluindo ésteres de dissucinimidila tal como 3,3-
ditiobis(sucinimidilpropionato), maleimidas bifuncionais tal como bis-N-
maleimido-1,8-octano e agentes tal como metil-3-((p-
azidofenil)ditio)propicimidato.

Outras modificagbes incluem desamidagdo de residuos de glu-
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taminila e asparaginila aos residuos de aspartila e glutamila corresponden-
tes, respectivamente, hidroxilagdo de prolina e lisina, fosforilagdo de grupos
hidroxila de residuos de serinila, treonila ou tirosila, metilagdo dos grupos
amino das cadeias laterais de lisina, arginina, e histidina (por exemplo, pp.
79-86, Creighton (1992) Proteins: Structure and Molecular Properties Free-
man), acetilagdo da amina de terminal N e amidagdo de um grupo carboxila
de terminal C.

Outro tipo de modificagdo covalente do polipeptideo de CS1 in-
cluido dentro do escopo desta invengdo compreende alterar o padrdo de
glicosilag&o nativo do polipeptideo. "Alterar o padrdo de glicosilagdo nativo”
€ destinado para propdsitos aqui para significar a delegdo de uma ou mais
porgoes de carboidrato encontradas em polipeptideo de CS1 de segliéncia
nativa e/ou adi¢gdo de um ou mais sitios de glicosilagdo que ndo estdo pre-
sentes no polipeptideo de CS1 de seqtiéncia nativa. Padrdo de glicosilacéo
podem ser alterados de muitas maneiras. Tipos de célula diferentes para
expressar seqliéncias associadas a CS1 podem resultar em padrdc de gli-
cosilagdo diferentes.

A adicéo de sitios de glicosilagdo em polipeptideos de CS1 pode
ser realizada da mesma forma alterando-se a seqliiéncia de aminoacido des-
tes. A alteragdo pode ser feita, por exemplo, pela adigdo de, ou substitui¢éo
por, um ou mais residuos de serina ou treonina ao polipeptideo de CS1 de
seqliéncia nativa (para sitios de glicosilagdo ligados por O). A seqliéncia de
aminoacido de CS1 pode opcionalmente ser alterada através de mudangas
no nivel de DNA, particularmente mutando-se o DNA codificando o polipep-
tideo de CS1 em bases pré-selecionadas tal que os cddons sdo gerados 0s
quais se traduzirdo nos aminoacidos desejados.

Outros meios de aumentar o ndmero de porgdes de carboidrato
no polipeptideo de CS1 s&o por acoplamento enzimatico ou quimico de gli-
cosideos ao polipeptideo. Veja, por exemplo, WO 87/05330; pp. 259-306 em
Aplin e Wriston (1981) CRC Crit. Rev. Biochem.

A remogédo das porgdes de carboidrato presentes no polipepti-

deo de CS1 pode ser realizada quimicamente ou enzimaticamente ou por
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substituicdo mutacional de cddons codificando para residuos de aminoacido
que servem como alvos para glicosilaggo. Técnicas de desglicosilagdo qui-
micas sdo aplicaveis. Veja, por exemplo, Sojar and Bahl (1987) Arch. Bio-
chem. Biophys. 259:52-57 e Edge, e outros (1981) Anal. Biochem. 118:131-
137. A clivagem enzimatica de porgdes de carboidrato em polipeptideos po-
de ser obtida pelo uso de uma variedade de endo-e exo-glicosidases. Veja,
por exemplo, Thotakura, e outros (1987) Meth. Enzymol. 138:350-359.

Outro tipo de modificagéo covalente de polipeptideos de CS1
compreende ligar o polipeptideo de CS1 a um dentre uma variedade de po-
limeros ndo proteinaceos, por exemplo, polietileno glicol, polipropileno glicol
ou polioxialquilenos, na maneira mencionada na Patente US N°s 4.640.835;
4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 ou 4.179.337.

Os polipeptideos de CS1 da presente invengéo podem da mes-
ma forma ser modificados- de uma maneira para formar moléculas quimeri-
cas compreendendo um polipeptideo de CS1 fundido a outro polipeptideo
heterélogo ou seqiiéncia de aminoacido. Em uma modalidade, uma tal mo-
lécula quimérica compreende uma fusdo de um polipeptideo de CS1 com
um polipeptideo de rétulo que fornece um epitopo ao qual um anticorpo anti-
rotulo pode seletivamente se ligar. O rétulo de epitopo € geralmente coloca-
do no terminal amino ou carboxila do polipeptideo de CS1. A presenca de
tais formas rotuladas por epitopo de um polipeptideo de CS1 pode ser de-
tectada empregando um anticorpo contra o polipeptideo de rétulo. Da mes-
ma forma, a provisdo do rétulo de epitopo permite polipeptideo de CS1 ser
puriﬁbado facilmente por purificagéo de afinidade empregando um anticorpo
anti-rétulo ou outro tipo de matriz de afinidade que se liga ao rétulo de epi-
topo. Em uma modalidade alternativa, a molécula quimérica pode compre-
ender uma fusdo de um polipeptideo de CS1 com uma imunoglobulina ou
uma regido particular de uma imunoglobulina. Para uma forma bivalente da
molécula quimérica, uma tal fusdo pode ser para a regi&éo de Fc de uma mo-
lécula de IgG. ,

Vérios polipeptideos de rétulo e seus anticorpos respectivos es-

tdo disponiveis. Exemplos incluem rétulos de poli-histidina (poli-his) ou poli-
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histidina-glicina (poli-his-gli); rotulos de HIS6 e quelagdo de metal, o polipep-
tideo de rotulo flu HA e seu anticorpo 12CA5 (Field, e outros. (1988) Mol.
Cell. Biol. 8:2159-2165); o rétulo c-myc e os anticorpos 8F9, 3C7, 6E10, G4,
B7 e 9E10 também (Evan, e outros. (1985) Molecular and Cellular Biology
5:3610-3616); e o rétulo de glicoproteina D (gD) do virus do Herpes Simplex
e seu anticorpo (Paborsky, e outros (1990) Protein Engineering 3(6):547-
553). Outros polipeptideos de rétulo incluem o Flag-peptideo (Hopp, e ou-
tros (1988) BioTechnology 6:1204-1210); o peptideo de epitopo KT3 (Martin,
e outros (1992) Science 255:192-194); peptideo de epitopo de tubulina
(Skinner, e outros (1991) J. Biol. Chem. 266:15163-15166); e o rotulo de
peptideo de proteina 10 de gene T7 (Lutz-Freyermuth, e outros. (1990)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 87:6393-6397).

Da mesma forma incluidas sdo as proteinas de CS1 de outros
organismos, que sdo clonados e expressos como esbogado abaixo. Desse

modo, a sonda ou seqliéncias de iniciador de reagdo em cadeia da polime-

- rase (PCR) degeneradas podem ser empregadas para encontrar outras pro-

teinas de CS1 relacionadas de seres humanos ou outros organismos. Se-
qiiéncias de iniciador de PCR e/ou sonda particularmente (teis incluem as
Unicas areas da seqliéncia de acido nucléico de CS1. Iniciadores de PCR
preferidos sdo de cerca de 15-35 nucleotideos no comprimento, com cerca
de 20-30 sendo preferidos e podem conter inosina quando necessario. As
condigbes para reagdo de PCR foram bem descritas (por exemplo, Innis,
PCR Protocols, supra).

Além disso, as proteinas de CS1 podem ser feitas as quais s&o
mais longas do que aqueles codificadas pelos acidos nucléicos da Tabela 2,
por exemplo, pela elucidagéo das seqiiéncias prolongadas, a adigéo de epi-
tdpo ou rétulos de purificagdo, a adi¢do de outras proteinas de fus&o, etc.

As proteinas de CS1 podem da mesma forma ser identificadas
como sendo codificadas por &cidos nucléicos de CS1. Desse modo, as pro-
teinas de CS1 sdo codificadas por &cidos nucléicos que hibridizardo para as
sequiéncias das listagens de seqiiéncia ou seus complementos, como esbo-

gado aqui.
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Pares de Ligacdo para proteinas de CS1
Anticorpos de CS1

Os anticorpos de CS1 da invengéo especificamente ligam-se as

proteinas de CS1. Por "especificamente ligar” aqui é significado que os anti-
corpos ligam-se a proteina com um K,de pelo menos cerca de 0,1 mM, mais
usualmente pelo menos cerca de 1 uM, preferivelmente pelo menos cerca
de 0,1 pM ou melhor, e mais preferivelmente, 0,01 uM ou methor. A seletivi-
dade de ligacdo ao alvo especifico e ndo para seqiiéncias relacionadas €
freqlientemente da mesma forma importante.

Em uma modalidade, quando a proteina de CS1 deve ser em-
pregada para gerar pares de ligagéo, por exemplo, anticorpos para imunodi-
agnostico, a proteina de CS1 deve compartilhar pelo menos um epitopo ou
determinante com a proteina de tamanho natural. Por "epitopo” ou "determi-
nante" aqui é tipicamente significado uma porgdo de uma proteina que gera-
ré efou ligard um anticorpo ou receptor de celula T no contexto de MHC.
Desse modo, na maioria dos exemplos, os anticorpos feitos em uma protei-
na de CS1 menor sera capaz de se ligar a proteina de tamanho natural, par-
ticularmente epitopos lineares. Em outra modalidade, o epitopo & unico; isto
é, anticorpos gerados em um Unico epitopo mostram pouca ou nenhuma

reatividade cruzada. Em ainda outra modalidade, o epitopo é selecionado de

 uma sequiéncia de proteina demonstrada na tabela.

Métodos de preparar anticorpos policlonais existem (por exem-
plo, Coligan, supra; e Harlow and Lane, supra). Anticorpos policlonais po-
dem ser elevados em um mamifero, por exemplo, por uma ou mais injegdes
de um agente de imunizagéo e, se desejado, um adjuvante. Tipicamente, o
agente de imunizagdo e/ou adjuvante serdo injetados no mamifero por inje-
¢Bes intraperitoneais ou subcutadneas multiplas. O agente de imunizagdo
pode incluir uma proteina codificada por um acido nucléico da Tabela 2 ou
fragmento deste ou uma proteina de fusdo deste. Pode ser til conjugar o
agente de imunizagdo em uma proteina conhecida ser imunogénica no ma-
mifero a ser imunizado. Exemplos de tais proteinas imunogénicas incluem

porém ndo sado limitados a hemocianina de lapa de buraco de fechadura,
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albumina de soro, tiroglobulina bovina e inibidor de tripsina de soja. Exem-
plos de adjuvantes que podem ser empregados incluem o adjuvante com-
pleto de Freund e adjuvante de MPL-TDM (Lipidio A de monofosforila, dico-
rinomicolato de trealose sintético). Varios protocolos de imunizag&o podem
ser empregados.

Os anticorpos podem, alternativamente, ser anticorpos mono-
clonais. Os anticorpos monoclonais podem ser preparados empregando mé-
todos de hibridoma, tal como aqueles descritos por Kohler e Milstein (1975)
Nature 256:495. Em um método de hibridoma, um camundongo, hamster ou
outro animal hospedeiro apropriado é imunizado tipicamente com um agente
de imunizagdo para eliciar os linfocitos que produzem ou sdo capazes de
produzir anticorpos que especificamente ligardo ao agente de imunizagéo.
Alternativamente, os linfocitos podem ser imunizados in vitro. O agente de
imunizagdo tipicamente incluird um polipeptideo codificado por um acido
nucléico da tabela ou fragmento deste, ou uma proteina de fusdo desta. Ge-
ralmente, linfocitos de sangue periférico ("PBLs") séo empregados se as cé-
lulas de origem humana forem desejadas, ou as células de bago ou células
de linfonodo forem empregadas se as fontes de mamiferos nao-humanos
forem desejadas. Os linfécitos sdo fundidos em seguida com uma linhagem
de célula imortalizada empregando um agente de fuséo adequado, tal como
polietileno glicol, para formar uma célula de hibridoma (por exemplo, pp. 59-
103 em Goding (1986) Monoclonal Antibodies: Principles and Practice Aca-
demic Press). Linhagens de células imortalizadas s&o células de mamifero
usualmente transformadas, particularmente células de roedor, bovino ou
origem humana. Normalmente, linhagens de camundongo ou rato s&o em-
pregadas. As células de hibridoma podem ser cultivadas em um meio de
cultura adequado que preferivelmente contém uma ou mais substancias que
inibem o crescimento ou sobrevivéncia das células imortalizadas, néo-
fundidas. Por exemplo, se as células parentais necessitam da enzima hipo-
xantina guanina fosforribosil transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de cul-
tura para os hibridomas tipicamente incluira hipoxantina, aminopterina e ti-

midina ("meio de HAT"), cujas substancias impedem o crescimento de célu-
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las deficientes em HGPRT.

Em uma modalidade, os anticorpos s&o anticorpos biespecificos.
Anticorpos biespecificos anticorpos monoclonais, preferivelmente humanos
ou humanizados, que tém especificidades de ligagdo para pelo menos dois
antigenos diferentes ou que tém especificidades de ligagdo para dois epito-
pos no mesmo antigeno. Em uma modalidade, um das especificidades de
ligagéo € para uma proteina cadificada por um acido nucléico da tabela ou
um fragmento deste, a outra é para outro antigeno, e preferivelmente para
uma proteina de superficie de célula ou subunidade de receptor, preferivel-
mente aquele que seja especifico de CS1. Alternativamente, a tecnologia
tipo tetrdmero pode criar reagentes multivalentes.

Em outra modalidade, os anticorpos tém baixos niveis ou neces-
sitam de fucose. Anticorpos necessitando de fucose foram correlacionados
com atividade de ADCC realgada (citotoxidade celular dependente de anti-
corpo), especialmente em baixas doses de anticorpo. Shield, R.L., e outros,
(2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa, T. e outros, (2003), J.
Biol. Chem. 278:3466. Métodos de preparar anticorpos sem fucose incluem
o crescimento em células YB2/0 de mieloma de rato (ATCC CRL 1662). Cé-
lulas YB2/0 expressam baixos niveis de mRNA de FUTS8, que codificam uma
enzima (o 1,6-fucosiltransferase) necessaria para fucosilagdo de polipepti-
deos.

Métodos alternativos para aumentar a atividade de ADDC inclu-
em mutagGes na porgdo de Fc de um anticorpo de CS1, particularmente mu-
tagbes que aumentam a afinidade de anticorpo para um receptor de FcyR.
Uma correlagédo entre ligagdo FcyR aumentado ligando com Fc mutado foi
demonstrada empregando ensaios com base em célula de citoxidade alve-
jada. Shields, R.L. e outros. (2001) J. Biol. Chem 276:6591-6604; Presta e
outros. (2002), Biochem Soc. Trans. 30:487-490. Métodos para aumentar a
atividade de ADCC através das mutagdes de regido de Fc especificas inclu-
em as variantes de Fc compreendendo pelo menos uma substituicdo de a-
minoacido em uma posigdo selecionada do grupo que consiste em: 234,
235, 239, 240, 241, 243, 244, 245, 247, 262, 263, 264, 265, 266, 267, 269,
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206, 297, 298, 299, 313, 325, 327, 328, 329, 330 e 332, em que a numera-
¢io dos residuos na regido de Fc € aquela do indice EU como em Kabat.
Em uma modalidade preferida, as referidas variantes de Fc compreendem
pelo menos uma substituigdo selecionada do grupo consistindo em L234D,
L234E, L234N, L234Q, L234T, L234H, L234Y, L2341, L234V, L234F, L235D,
L235S, L235N, L235Q, L235T, L235H, L235Y, L235l, L235V, L235F,
$230D, S239E, S239N, S239Q, S239F, S239T, S239H, S239Y, V240l
V240A, V240T, V240M, F241W, F241L, F241Y, F241E, F241R, F243W,
F243L, F243Y, F243R, F243Q, P244H, P245A, P247V, P247G, V262,
V262A, V262T, V262E, V263l, V263A, V263T, V263M, V264L, V264,
V264W, V264T, V264R, V264F, V264M, V264Y, V264E, D265G, D265N,
D265Q, D265Y, D265F, D265V, D265l D265L, D265H, D265T, V266l,
V266A, V266T, V266M, S267Q, S267L, E269H, E269Y, E269F, E269R,
Y206E, Y296Q, Y296D, Y296N, Y296S, Y296T, Y296L, Y296l, Y296H,
N297S, N297D, N297E, A298H, T299l, T299L, T299A, T299S, T299V,
T299H, T299F, T299E, W313F, N325Q, N325L, N325i, N325D, N325E,
N325A, N325T, N325V, N325H, A327N, A327L, L328M, L328D, L328E,
L328N, L328Q, L328F, L328l, L328V, L328T, L328H, L328A, P329F, A330L,
A330Y, A330V, A3301, A330F, A330R, A330H, 1332D, 1332E, I332N, 1332Q,
1332T, 1332H, 1332Y e 1332A, em que a numeragéo dos residuos na regiao
de Fc é aquela do indice EU como em Kabat. As variantes de Fc podem da
mesma forma ser selecionadas do grupo consistindo em V264L, V264,
F241W, F241L, F243W, F243L, F241L/F243L/V2621/V2641, F241W/F243W,
F241W/F243W/IV262A/NV264A, F241L/V2621, F243L/V264l, F243L/NV2621/
V264W, F241Y/F243Y/V262TIV264T, F241E/F243R/V262E/V264R, F241E/
F243Q/V262T/V264E, F241R/IF243QIV262T/V264R, F241E/F243Y/NV262T/
V264R, L328M, L328E, L328F, I332E, L3238M/I332E, P244H, P245A,
P247V, W313F, P244H/P245A/P247V, P247G, V2641/1332E, F241E/F243R/
V262E/V264R/332E, F241E/F243Q/V262T/V264E/1332E, F241R/F243Q/
V262T/V264RII332E, F241E/F243Y/V262T/V264R/I332E, S298AVI332E,
S239E/1332E, S239QVI332E, S239E, D265G, D265N, S239E/D265G,
S239E/D265N, S239E/D265Q, Y296E, Y296Q, T299l, A327N,
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S267Q/A327S, S267L/A327S, A327L, P329F, A330L, A330Y, 1332D,
N297S, N297D, N297S/1332E, N297D/I332E, N297E/I332E, D265Y/N297D
fI332E, D265Y/N297D/T299L/1332E, D265F/N297E/I332E, L328I/1332E,
L328Q/I332E, 1332N, 1332Q), V264T, V264F, V240I, V263, V266i, T299A,
T299S, T299V, N325Q, N325L, N325l, S239D, S239N, S239F, S239D/
1332D, S239D/I332E, S239D/I332N, S$239D/1332Q, S239E/I1332D,
S239E/1332N, S239E/1332Q, S239N/1332D, S239N/I332E, S239N/I332N,
S239N/1332Q, $239Q/1332D, S239Q/1332N, S239QV/I332Q, Y296D, Y296N,
F241Y/F243YV262T/V264TIN297D/I332E, A330Y/I332E, V2641/A330Y/
I332E, A330L/I332E, V2641/A330L/I332E, L234D, L234E, L234N, L234Q,
L234T, L234H, L234Y, L234l, L234V, L234F, L235D, L235S, L235N, L235Q,
L235T, L235H, L235Y, L2351, L235V, L235F, $239T, S239H, S239Y,
V240A, V240T, V240M, V263A, V263T, V263M, V264M, V264Y, V266A,
V266T, V266M, E269H, E269Y, E269F, E269R, Y296S, Y296T, Y296L,
Y2061, A208H, T299H, A330V, A330l, A330F, A330R, A330H, N325D,
N325E, N325A, N325T, N325V, N325H, L328D/I332E, L328E/I332E,
L328N/I332E, L328Q/1332E, L328V/I332E, L328T/I332E, L328H/I332E,
L3281/1332E, L328A, 1332T, 1332H, 1332Y, I332A, S239E/V2641/I332E,
S239Q/V2641/1332E, S239E/V2641/A330Y/I332E, S239E/V2641/S298A/
A330Y/I332E, S239D/N297D/1332E, S239E/N297D/I1332E, S239D/D265V/
N297D/I332E, S239D/D265I/N297D/I332E, S239D/D265L/N297D/332E,
S239D/D265F/N297D/I1332E, S239D/D265Y/N297D/I332E, S239D/D265H/
N297D/I332E, S239D/D265T/N297D/I332E, V264E/N297D/I332E, Y296D/
N297D/I332E, Y296E/N297D/I332E, Y296N/N297D/I1332E, Y296Q/N297D/
I332E, Y296H/N297D/I332E, Y296T/N297D/I332E, N297D/T299V/I332E,
N297D/T2991/I332E, N297D/T299L/I332E, N297D/T299F/I332E, N297D/
T299H/I332E, N297D/T299E/I332E, N297D/A330Y/I332E, N297D/S298A/
A330Y/I332E, S239D/A330Y/I332E, S239N/A330Y/I332E, S239D/A330L/
I332E, S239N/A330L/I332E, V2641/S298A/I332E, S239D/S298A/I332E,
S239N/S298A/1332E, S$239D/V264I/I332E, S239D/V2641/S298A/I332E, E
S$239D/2641/A330L/I332E, em que a numeragdo dos residuos na regiao de
Fc é aquela do indice EU como em Kabat. Veja da mesma forma PCT WO
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2004/029207, 8 de abril de 2004, incorporado aqui por referéncia.

Atividade de ADCC associada ao anticorpo pode ser monitorada
e quantificada através da medida de liberagdo de lactato desidrogenase (L-
DH) no sobrenadante, que ¢ liberado rapidamente no dano & membrana
plasmatica.

Outras modalidades alternativas para promover a citotoxidade
de células com tratamento de anticorpo incluem a estimulagdo mediada por
anticorpo de cascatas de sinalizacéo resultando na morte de célula a célula
ligada por anticorpo. Além disso, a estimulagdo mediada por anticorpo do
sistena imune inato (por exemplo através das células NK) pode da mesma
forma resultar em morte das células de tumor ou células viralmente infecta-
das.

Deteccio de seqiléncia de CS1 para aplicacoes diagndsticas

Em um aspecto, os niveis de expressdo de RNA de genes sdo
determinados para estados celulares diferentes no distQrbio auto-imune ou
canceroso, por exemplo, mieloma, fendtipo. Niveis de expressdo de genes
em tecido normal (por exemplo, ndo sofrendo um disturbio) e em tecido do-
ente (e em alguns casos, para variar gravidades de distdrbios que se refe-
rem ao progndstico, como esbogado abaixo) sdo avaliados para forecer 08
perfis de expressdo. Um perfil de expressdo de gene de um estado de célula
particular ou ponto de desenvolvimento & essencialmente uma "impresséo
digital" do estado da célula. Enquanto dois estados podem ter um gene par-
ticular similarmente expresso, a avaliagdo de varios genes simultaneamente
permite a geragéo de um perfil de expressdo de gene que é refletivo do es-
tado da célula. Comparando-se os perfis de expresséo das células em esta-
dos diferentes, a informagdo com respeito a quais genes séo importantes
(incluindo igualmente supra- e infra-regulacdo de genes) em cada destes
estados & obtida. Em seguida, o diagnéstico pode ser realizado ou confir-
mado para determinar se uma amostra de tecido tem o perfil de expresséo
de gene de tecido normal ou doente. isto fornecera o diagnostico molecular
de condigdes relacionadas.

"Expressdo diferencial”, ou equivalentes gramaticos como em-
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pregados aqui, se referem as diferengas qualitativas ou quantitativas nos
padrdo de expressdo de gene celular e/ou temporal dentro e entre as célu-
las e tecido. Desse modo, um gene diferencialmente expresso pode qualita-
tivamente ter sua expresséo alterada, incluindo uma ativagéo ou inativagéo,
em, por exemplo, tecido normal versus doente. Os genes podem ser ligados
ou desligados em um estado particular, relativo a outro estado desse modo
permitindo a comparagdo de dois ou mais estados. Um gene qualitativamen-
te regulado exibira um padrio de expressdo dentro de um estado ou tipo de
célula que é detectavel por técnicas padréo. Alguns genes seréo expressos
em um estado ou tipo de célula, porém ndo em ambos. Alternativamente, a
diferenca na expressdo pode ser quantitativa, por exemplo, nessa expres-
sdo & aumentada ou diminuida; por exemplo, expressdo de gene é supra-
regulada, resultando em uma quantidade aumentada de transcrigéo, ou in-
fra-regulada, resultando em uma quantidade diminuida de transcrigdo. O
grau ao qual a expressdo difere necessita apenas ser grande o suficiente
para quantificar por meio de técnicas de caracterizagdo padrdo como esbo-
cado abaixo, tal como por uso de disposicbes de expressdo de Affymetrix
GENECHIP® (disposi¢cdo de microchip de DNA). Veja, Lockhart (1996) Na-
ture Biotechnology 14:1675-1680. Outras técnicas incluem, porém n&o estao
limitadas a, PCR de transcriptase reversa quantitativa, andlise do norte, e
protecdo de RNase. Como esbogado anteriormente, preferivelmente a mu-
danga na expressdo (por exemplo, supra-regulagéo ou infra-regulagéo) é
pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo menos cerca de 100%, mais
preférivelmente pelo menos cerca de 150%, mais preferivelmente pelo me-
nos cerca de 200%, com de 300 a pelo menos 1000% sendo especialmente
preferido.

A avaliagdo pode estar na transcrigdo de gene ou no nivel de
proteina. A quantidade de expresséo de gene pode ser monitorada empre-
gando sondas de &cido nucléico ao equivalente de RNA ou DNA da transcri-
cdo de gene e a quantificagio de niveis de express&o de gene, ou, alternati-
vamente, o produto de gene final propriamente dito (proteina) pode ser mo-

nitorado, por exemplo, com anticorpos para proteina de CS1 e imunoensai-
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os padrédo (ELISAs, efc.) ou outras técnicas, incluindo ensaios de espectros-
copia de massa, ensaios de eletroforese de gel 2D, etc. Proteinas corres-
pondentes a CS1, por exemplo, aquelas identificadas como sendo importan-
tes em um fendtipo de doenga, podem ser avaliados em um teste de diag-
nostico de doenga. Em outra modalidade, o monitoramento de expresséo de
gene é realizado simultaneamente em vaérios genes. O monitoramento de
expressio de proteina multiplo pode ser realizado também.

Nesta modalidade, as sondas de acido nucléico de CS1 séo
ligadas aos biochips como esbogado aqui para a detecgdo e quantificaggo
de sequiéncias de CS1 em uma célula particular. Os ensaios sdo da mesma
forma descritos abaixo no exemplo. Técnicas de PCR podem ser emprega-
das para fornecer maior sensibilidade.

Em uma modalidade, acidos nucléicos codificando CS1 séo de-
tectados. Embora DNA ou RNA codificando proteina de CS1 possa ser de-
tectado, de interesse particular s&o métodos em que um mRNA codificando
uma proteina de CS1 é detectado. As sondas para detectar mRNA podem
ser uma sonda de nucleotideo/desoxinucleotideo que é complementar a e
hibridiza com o mRNA e inclui, porém ndo ¢é limitado a, oligonucleotideos,
cDNA ou RNA. As sondas também deveriam conter um rétulo detectavel,
como definido aqui. Em um método, 0 mRNA é detectado depois de imobili-
zar o acido nucléico a ser examinado em um suporte sélido tal como mem-
branas de nailon e hibridizar a sonda com a amostra. Seguindo a lavagem
para remover a sonda ndo especificamente ligada, o rétulo € detectado. Em
outro método, a detecgdo do mRNA é realizada in situ. Neste método, célu-
las permeabilizadas ou amostras de tecido s&@o contatadas com uma sonda
de Acido nucléico detectavelmente rotulada por tempo suficiente para permi-
tir a sonda hibridizar com o0 mRNA alvo. Seguindo a lavagem para remover a
sonda ndo especificamente ligada, o rotulo é detectado. Por exemplo, uma
ribossonda rotulada por digoxigenina (sonda de RNA) que é complementar
ao mRNA codificando uma mielomaproteina é detectada ligando-se a digo-
xigenina com um anticorpo secundario antidigoxigenina e desenvolvida com

tetrazolio azul de nitro e fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indoila.
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Em outra modalidade, varias proteinas das trés classes de pro-
teinas como descrito aqui (proteinas segregadas, transmembrana ou intra-
celulares) sdo empregadas em ensaios diagnésticos. As proteinas de CS1,
anticorpos, acidos nucléicos, proteinas modificadas e células contendo se-
quéncias de CS1 sdo empregadas em ensaios diagndsticos. Isto pode ser
realizado em um gene individual ou nivel de polipeptideo correspondente.
Em uma modalidade, os perfis de expressdo sdo empregados, preferivel-
mente junto com técnicas de avaliagdo de rendimento alto para permitir o
monitoramento quanto aos genes de perfil de expresséo e /ou polipeptideos
correspondentes.

Como descrito e definido aqui, proteina de CS1 encontra uso
como um marcador de doenga de disturbios auto-imunes, tais como SLE,
RA, e IBD e condigbes cancerosas, tais como mieloma e leucemia de célula
de plasma. Adicionalmente, CS1 encontra uso como um marcador para pro-
positos de progndstico ou diagndstico. A detecgio destas proteinas em teci-
do doente putativo permite a detecgéo, progndstico ou diagnoésticos de tais
condigdes e para selegdo de estratégia terapéutica. Em uma modalidade, os
anticorpos sdo empregados para detectar CS1. Um método preferido separa
as proteinas de uma amostra por eletroforese em um gel (tipicamente des-
naturando e reduzindo gel de proteina, porém pode ser outro tipo de gel,
incluindo géis de focalizagao isoelétrica e similares). Seguindo a separagéo
das proteinas, CS1 é detectado, por exemplo, por imunomanchamento com
anticorpos elevados contra CS1.

Em outro método, anticorpos para CS1 encontram uso em tecni-
cas de imageamento in situ, em histologia. Veja, por exemplo, Asai, e outros
(eds. 1993) Methods in Cell Biology: Antibodies in Cell Biology (vol. 37) Aca-
demic Press. Neste método, as células sdo contatadas com de um a muitos
anticorpos a(s) proteina(s) de mieloma. Seguindo a lavagem para remover a
ligagdo de anticorpo ndo-especifico, a presenga do anticorpo ou anticorpos
é detectada. Em uma modalidade, o anticorpo é detectado incubando-se
com um anticorpo secundario que contém um rétulo detectavel. Em outro

método, o anticorpo primario para CS1 contém um rétulo detectavel, por e-
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xemplo, um marcador de enzima que pode agir sobre o substrato. Em outra
modalidade, cada um dos anticorpos primarios multiplos contém um rotulo
detectavel e distinto. Este método encontra uso particular na avaliagéo si-
multdnea para CS1 junto com outros marcadores das condi¢des anterior-
mente mencionadas. Muitas outras técnicas de imageamento histoldgicas
sdo da mesma forma fornecidas pela invengao.

Em uma modalidade, o rétulo € detectado em um fluorémetro
que tem a capacidade de detectar e distinguir as emissdes de comprimentos
de onda diferentes. Além disso, um separador de célula ativada por fluores-
céncia (FACS) pode ser empregado no método.

Em outra modalidade, anticorpos encontram uso no diagnostico
de distarbios auto-imunes, tal como SLE, RA e IBD e céncer, tal como mie-
loma e leucemia de célula de plasma, de sangue, soro, plasma, fezes e ou-
tras amostras. Tais amostras, portanto, séd Uteis como amostras a ser son-
dadas ou testadas quanto a presenca de CS1. Os anticorpos podem ser
empregados para detectar CS1 por técnicas de imunoensaio previamente
descritas incluindo ELISA, imunomanchamento (Western blot), imunoprecipi-
tagdo, tecnologia de BIACORE e similares. Inversamente, a presenga de
anticorpos pode indicar uma resposta imune contra uma proteina de CS1
enddgena.

Em outra modalidade, hibridizagdo in situ de sondas de acido
nucléico de CS1 rotuladas para disposicées de tecido € feita. Por exemplo,
disposi¢cdes de amostras de tecido, incluindo tecido doente e/ou tecido nor-
mal, s&o feitas. Hibridizacdo in situ (veja, por exemplo, Ausubel, supra) é em
seguida realizada. Ao comparar as impressdes digitais entre um individuo e
um padrdo, um diagnéstico, um progndstico ou uma predigéo pode ser ba-
seado nas descobertas. E também entendido que os genes que indicam o
diagnostico podem se diferir daqueles que indicam o prognéstico e perfila-
mento molecular da condi¢do das células pode levar as distingbes entre
condicBes responsivas ou refratarias ou pode ser predizivel de resultados.

Em uma modalidade, as proteinas de CS1, anticorpos, acidos

nucléicos, proteinas modificadas e células contendo seqiiéncias de CS1 séo
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empregadas em ensaios prognosticos. Como acima, os perfis de expressao
de gene podem ser gerados os quais correlacionam a um estado de doenca,
clinico, patolégico ou outra informagdo, em termos de prognéstico a longo
prazo. Novamente, isto pode ser feito em uma proteina ou nivel de gene,
com o uso de genes sendo preferido. Genes muitiplos ou Unicos podem ser
Uteis em varias combinagdes. Como acima, as sondas de CS1 podem ser
ligadas a biochips para a detecgdo e quantificagdo de seqiiéncias de CS1
em um tecido ou paciente. Os ensaios procedem como esbogado acima pa-
ra diagndstico. O método de PCR pode fornecer quantificacdo mais sensivel
€ precisa.

Genes Uteis em ensaios progndsticos sdo genes que sdo dife-
rencialmente expressos de acordo com o estdgio da doenga do paciente.
Em uma modalidade, 0s genes podem ser expressos exclusivamente de
acordo com o estagio do paciente. Em outra modalidade, os genes podem
ser expressos em niveis diferenciais de acordo com o estagio do paciente.
Por exemplo, em mieloma, os pacientes estdo de acordo com trés estagios
diferentes de acordo com a extensdo e localizagdo da doenca: Estagios [, }l
e ill. No Estagio I, os sintomas sdo moderados a nédo existentes, com muitos
pacientes ndo mostrando sintomas de mieloma. Um diagndstico positivo é a
presen¢a de células de tumor; entretanto, o nimero de hemdcias é normal
ou ligeiramente abaixo de faixa normal, ndo ha aumento detectavel no célcio
no sangue, ha niveis muito baixos de proteina M no sangue ou urina e ne-
nhum dano 6sseo detectavel pode ser visto em raios X. No Estagio I, as
células de cancer sdo predominantes em numeros mais altos. A fungao de
rim pode ser afetada, que piora o diagndstico de progndstico para a maioria
dos pacientes. O estagio |l realiza anemia, hipercalcemia, dano ésseo avan-
¢ado e niveis ailtos de proteina M no sangue e urina. A correlagdo da ex-
pressdo de proteina com estagios diferentes em disturbio auto-imune pode
da mesma forma mostrar ser Gtil na determinagdo do prognéstico de tais
disturbios. A correlacdo de genes expressos nos estagios diferentes, unica-
mente expressos ou tendo niveis de expressao diferenciais de acordo com o

estagio, pode ser empregada para determinar a viabilidade de induzir a re-
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missdo em um paciente. Isto seria especialmente Gtil nos estagios mais pre-
coces da doenga, onde os pacientes com mieloma exibem poucos sintomas.
Além disso, genes que sdo expressos indicando o comego de complicagdes
a longo prazo, tal como microglobulina de beta-2 (indicador de dano no rim),
bem como niveis altos de albumina de soro e lactato desidrogenase, podem
ser da mesma forma Uteis como uma ferramenta prognostica.

A correlagdo de genes expressos em estagios diferentes, exclu-
sivamente expressos ou tendo niveis de expresséo diferenciais de acordo
com o estagio, pode da mesma forma ser monitorada para determinar a efi-
cacia do tratamento empregando os terapéuticos descritos na presente in-
vengdo. Por exemplo, pacientes tratados com antagonistas da presente in-
vengdo podem ser monitorados quanto a eficacia terapéutica dos referidos
antagonistas através do monitoramento de marcadores, incluindo por exem-
plo, CS1 ou CS1 em combinagdo com marcadores especificos de distlrbio
(por exemplo, o monitoramento da proteina M para o tratamento de mielo-
ma). O monitoramento destes marcadores especificos sera importante na
determinagdo da eficacia da invengéo terapéutica, bem como na determina-
gdo da dosagem e método de consideragbes de tratamento para as indica-
¢des diferentes da presente invengéo.

inducdo de disttrbios de doenca como sistemas modelo in vivo

Doenca de Intestina Inflamatoria

Modelos in vivo experimentais foram desenvolvidos para a in-
vestigagdo de processos patologicos de doenga de intestino inflamataria.
Sartor RB, Aliment. Pharmacol. Ther. 11:89-96 (1997). Por exemplo, ca-
mundongos transgénicos de nocaute podem ser feitos, em que o gene da
doenga de intestino inflamatéria é rompido ou em que um gene de doenga
de intestino inflamatéria é inserido. Camundongos transgénicos de nocaute
podem ser feitos por insergdo de um gene marcador ou outro gene heterd-
logo no sitio de gene de doenga de intestino inflamatéria endégeno no ge-
noma do camundongo por meio da recombinagdo homéloga. Tais camun-
dongos podem da mesma forma ser feitos substituindo-se o gene de doenca

de intestino inflamatéria endogeno com uma versdo mutada do gene de do-
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enca de intestino inflamatoria, ou mutando-se o gene de doenga de intestino
inflamatdria endégeno, por exemplo, por exposigéo aos carcindgenos.

Um constructo de DNA ¢é introduzido nos nicleos de células-
tronco embrionarias. As células contendo a lesdo genética recentemente
construida sdo injetadas em um embrido de camundongo hospedeiro, que €
reimplantado em uma fémea receptora. Alguns destes embrides desenvol-
vem-se em camundongos quiméricos que possuem células de germe parci-
almente derivadas da linhagem de célula mutante. Portanto, originando-se
os camundongos quiméricos é possivel obter uma linhagem nova de ca-
mundongos contendo a lesdo genética introduzida (veja, por exemplo, Ca-
pecchi, e outros (1989) Science 244:1288-1292). Camundongos alvejados
quiméricos podem ser derivados de acordo com Hogan, € outros (1988) Ma-
nipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual CSH Press; e Robertson
(ed. 1987) Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Appro-
ach IRL Press, Washington, D.C.

Outros métodos podem ser construidos empregando manipula-
¢ao nao-genética de modelos animais. Um modelo em particular foi extensi-
vamente empregado na avaliagdo de molécula pequena. Este modelo induz
colite em ratos ou camundongos por um Unico desafio intracolénico com
uma solugéo do acido hapteno 2,4-trinitrobenzenossulfénico (TNBS).' Morris
GP e outros, Gastroenterology 96:795-803 (1989); Boughton-Smith NK, Br.
J. Pharmacol. 94:65-72 (1988). O tratamento com TNBS produz uma intensa
resposta inflamatéria local que alcanga seu nadir depois de 2 a 3 dias e po-
de durar até 21 dias, dependendo da gravidade do desafio.

A resposta inflamatoria produzida por tratamento de TNBS é
considerada para reproduzir muitas dentre as indicagbes macroscopicas,
histolégicas e imunolégicas da doenga de Crohn. Grisham MB e outros,
Gastroenterology 101:540-547 (1991); Yamada Y e outros, Gastroenterology
102:524-534 (1992); Torres MI e outros, Dig. Dis. Sci 44:2523-29 (1999);
Neruath M, Fuss |, Strober W, Int. Rev. Immunol. 19:51-62 (2000). Ulceragao
aberta é observada, com inflamagdo transmural e espessamento da parede

do intestino. Caracteristicas histolégicas incluem arquitetura de cripta torci-
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da, atrofia de cripta, granulomata, células gigantes, agregados de linfoides
basais e a presencga de um infiltrado inflamatério.

O modelo foi empregado para estudar e validar a inflamagao
coldnica, e dirigir aspectos de doenga de intestino inflamatéria. Hoffman P e
outros, Gut 41:195-202 (1997); Jacobson K, McHugh K, Collins SM, Gastro-
enterology 112:156-62 (1997).

Outros modelos animais incluem ratos transgénicos HLA-B27
(Hammer RE e outros, Spontaneous inflammatory disease in transgenic rats
expressing HLA-B27 e Human b2M: An animal model of HLA-B27 associ-
ated human disorders, Cell 63:1088-1112 (1990)), camundongos deficientes
transgénicos IL-2 (Baumgart DC e outros, Mechansisms of intestinal epithe-
lial cell injury and colitis in interleukin 2 deficient mice, Cell Immunol. 187:52-
66 (1998)), camundongos deficientes mdria (Panwala CM e outros, A Novel
Model of Inflammatory Bowel Disease: Mice deficient for the multiple drug
resistance gene, mdrla, spontaneously develop colitis, J. Immunoi.
161:5733-44 (1998)), e camundongos deficientes IL 10 (Freeman HJ, Stud-

_ies on the interleukin-10 gene in animal models of colitis, Canadian Gastro-

enterology (2003)).
Mieloma

Modelos in vivo experimentais foram desenvolvidos para a in-
vestigacdo de processos patoldgicos de mieloma. Sartor RB, Aliment. Phar-
macol. Ther. 11:89-96 (1997). Por exemplo, camundongos transgénicos de
nocaute podem ser feitos, em que o gene de mieloma € rompido ou em que
um gene de mieloma é inserido. Camundongos transgénicos de nocaute
podem ser feitos por insergdo de um gene marcador ou outro gene hetero-
logo no sitio de gene de mieloma endégeno no genoma do camundongo por
meio da recombinagdo homodloga. Tais camundongos podem da mesma
forma ser feitos substituindo-se o gene de mieloma endégeno com uma ver-
sdo mutada do gene de mieloma, ou mutando-se o gene de mieloma end6-
geno, por exemplo, por exposigdo aos carcinégenos.

Um constructo de DNA & introduzido nos nulcleos de células-

tronco embriondarias. As células contendo a lesdo genética recentemente
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construida séo injetadas em um embrido de camundongo hospedeiro, que é
reimplantado em uma fémea receptora. Alguns destes embribes desenvol-
vem-se em camundongos quiméricos que possuem células de germe parci-
almente derivadas da linhagem de célula mutante. Portanto, originando-se
os camundongos quiméricos é possivel obter uma linhagem nova de ca-
mundongos contendo a lesdo genética introduzida (veja, por exemplo, Ca-
pecchi, e outros (1989) Science 244:1288-1292). Camundongos alvejados
quiméricos podem ser derivados de acordo com Hogan, e outros (1988) Ma-
nipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual CSH Press; e Robertson
(ed. 1987) Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Appro-
ach IRL Press, Washington, D.C.

Outros modelos podem ser construidos empregando manipula-
¢do nado-genética de modelos animais. Por exemplo, injetar camundongos
C57BL/6J com tumores de célula B (por exemplo, células LLC) podem indu-
zir metastase de pulm&o. Outros modelos animais utilizam camundongos
SCID e injetam linhagens de tumor de célula B (por exemplo, células HsSul-
tan (ATCC) ou linhagens de mieloma mdltiplos, {por exemplo, porém n&o
limitado a, L363, LP-1, OPM-2, ou RPMI 8226) para induzir caracteristicas
como mieloma. Ainda outros modelos animais incluem um modelo de ca-
mundongo NOD/SCID para mieloma multiplo humano gerado implantando-
se ossos fetais humanos (FBs) em sitios subcutaneos de camundongos
NOD/SCID, seguidos por inoculagdo com células mononucleares de medula
6ssea primaria obtidas de pacientes com mieloma mditiplo nos FBs. Veja
Shang-Yi H, e outros, Amer. J. Invest. Pathol. 164:747-756 (2004). Modelos
de plasmacitoma de camundongo, cuja formagéo é induzida através do tra-
tamento com oleo de pristane (2,6, 10, 12-tetrametilpentadecano) podem da
mesma forma ser empregados. Além disso, os modelos de camundongo em
que a injegdo de células de mieloma diretamente na medula 6ssea (modelo
de injegdo ortotdpico) de SCID, SCID/bege ou camundongos NOD/SCID,
podem da mesma forma ser empregados.

Células que sofrem transformagéo, como em células de mielo-

ma, liberam uma quantidade aumentada de certos fatores (em seguida
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"marcadores especificos de mieloma"} do que as contrapartes normais. Por
exemplo, CD38, CD9, CD10, HLA-DR, e CD20 s&o aumentados na expres-
sdo em células de mieloma. Ruiz-Arugelles GJ e San Miguel JF, Cell Sur-
face Markers in Multiple Myeloma, Mayo Clin. Proc. 69:684-90 (1994).

Varias técnicas que medem a liberacdo destes fatores séo des-
critas em Freshney (1998), supra. Da mesma forma, veja, Unkeless, e ou-
tros (1974) J. Biol. Chem. 249:4295- 4305; Strickland e Beers (1976) J. Biol.
Chem. 251:5694-5702; Whur, e outros (1980) Br. J. Cancer 42:305-312;
Gullino "Angiogenesis, tumor vascularization and potential interference with
tumor growth” pp. 178-184 em Mihich (ed. 1985) Biological Responses in
cancer Plenum; Freshney (1985) Cancer Res. 5:111-130.

Métodos Terapéuticos

Tratamento de Doenga Auto-imune

Em um aspecto, a presente invengéao é direcionada a um meto-
do de reduzir a proliferagéo, adesdo, diferenciagéo, ativagdo e/ou de co-
ativacdo de leucocitos, compreendendo contatar os leucécitos com antago-
nista de CS1 descrito aqui.

Em outro aspecto, a presente invengdo & direcionada a um me-
todo de reduzir a segregagéo (ou produgéo) de imunoglobulina por linfécitos
(tal como células B), compreendendo contatar os linfocitos com um antago-
nista de CS1 descrito aqui. Os antagonistas da presente invengdo podem
reduzir a produgdo de imunoglobulina (tal como, IgM, IgG, IgD, IgA, e IgE)
por pelo menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, ou 50%. A mudanga da porcen-
tagem é calculada subtraindo-se a concentragdo de imunogiobulina antes da
administragdo da primeira dose do anticorpo (dia 0) da concentragéo de i-
munoglobulina apds dose (dia x), dividindo-se pela concentragdo de imuno-
globulina antes da primeira dose (dia 0), e multiplicando-se por 100, por e-
xemplo, {(dia x — dia 0)/ dia 0] X 100.

Em ainda outro aspecto, a presente invengdo é direcionada a
um método de induzir a apoptose ou citdlise das células expressando CS1
compreendendo contatar as células com um anticorpo contra CS1 descrito

aqui. Em uma modalidade preferida, a indugéo é obtida por meio da citotoxi-
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dade celular dependente de anticorpo (ADCC). Em geral, os anticorpos da
presente invencao ligam antigenos sobre a superficie de células alvo (célu-
las que expressam CS1) na presenga de células efetoras (tal como células
exterminadoras naturais ou macréfagos). Receptores de Fc em células efe-
toras reconhecem anticorpos ligados. A reticulagdo de receptores de Fc si-
nalizam as células efetoras para matar as células alvo por citolise ou apop-
tose. A citdlise pode ser detectada por meio da detecgéo da liberagao do
rétulo ou lactato desidrogenase das células lisadas ou detecgéo da viabili-
dade de célula aivo reduzida (por exemplo, ensaio de anexina). Os ensaios
para apoptose podem ser realizados por ensaio de rotulagem (TUNEL) de
extremidade de entalhe de digoxigenin-11-dUTP mediado por desoxinucleo-
tidil transferase (Lazebnik e outros, Nature: 371, 346 (1994). A citotoxidade
pode da mesma forma ser detectada diretamente por kits de detecgdo co-
nhecidos na técnica, tal como Cytotoxicity Detection Kit de Roche Applied
Science (Indianapolis, IN). Preferivelmente, os anticorpos da presente in-
vengdo induzem pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, ou 80% de
citotoxidade das células alvo. A porcentagem é calculada pelos métodos
descritos nos Exemplos.

Os antagonistas podem estabelecer contato com os leucdcitos
in vitro (tal como, adicionado-se os antagonistas em um ambiente de cultura
de célula onde os leucdcitos sdo cultivados), ex vivo ou in vivo (por exemplo,
administrando-se os antagonistas em um individuo).

Em uma modalidade preferida, os leuctcitos séo a) leucocitos
ativados, tal como células B efou células T, preferivelmente células B CD19+
e/ou células T CD3+; b) células naive efou ativadas CD14+; c) células den-
driticas n3o-ativadas efou ativadas; e/ou c) células NKT e/ou CD56" NK.

Em um aspecto preferido, a presente invengdo fornece um mé-
todo de reduzir a segregagdo de imunoglobulina por células B, em um indi-
viduo em necessidade deste, compreendendo administrar uma quantidade
eficaz de um antagonista de CS1 no referido individuo.

Em outro aspecto preferido, a presente invengdo fornece um

método de induzir a citotoxidade, citolise efou apoptose de células expres-
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sando CS1 em um individuo em necessidade deste, compreendendo admi-
nistrar uma quantidade eficaz de um anticorpo de CS1 no referido individuo.

Os antagonistas, preferivelmente anticorpos da presente inven-
gdo, podem ser empregados para a prevengdo ou tratamento de doengas
auto-imunes, incluindo, porém néo limitadas a, doenga de Addison, doengas
auto-imunes do ouvido, doengas auto-imunes do olho tal como uveite, hepa-
tite auto-imune, doenga de Crohn, diabetes (Tipo 1), epididimite, glomerulo-
nefrite, doenga de Graves, sindrome de Guillain-Barre, doenga de Hashimo-
to, anemia hemolitica, lGpus eritematoso sistémico (SLE), esclerose multipla,
miatenia grave, pénfigo vulgar, psoriase, artrite reumatica, sarcoidose, es-
cleroderma, psoriase, sindrome de Sjogren, espondiloartropatias, tireoidite,
colite ulcerativa, efou vasculite.

Em uma modalidade preferida, a doenga auto-imune que pode
ser prevenida efou tratada com os métodos da presente invengéo € SLE, RA
ou IBD. Depois de ser administrado em um individuo que tem desenvolvido
os sintomas de SLE, RA, ou |IBD, os anticorpos anti-CS1 deveriam ser capa-
zes de reduzir a gravidade dos sintomas. Alternativamente, os anticorpos
anti-CS1 podem ser administrados a um individuo antes que o individuo de-
senvolvesse quaisquer manifestagdes clinicas de SLE, RA, ou IBD. Uma tal
administragdo preventiva dos anticorpos deveria prevenir completamente o
individuo de desenvolver quaisquer sinftomas de SLE, RA, ou IBD ou pelo
menos deveria prevenir o individuo de desenvolver tantos sintomas graves
quanto na condigdo sem o tratamento de anticorpo. A gravidade dos sinto-
mas de SLE, RA, ou IBD pode ser medida pelo teste clinico padréo para
SLE, RA, ou IBD conhecido na técnica, tal como nivel de soro de anticorpos
anti-DNA, proteintria e a taxa de mortalidade dos pacientes.

Métodos terapéuticos sdo usualmente aplicados em pacientes
humanos porém podem ser aplicados em outros mamiferos.

Tratamento de Cancer

Métodos terapéuticos para reduzir a proliferagdo de células de
mieloma sdo da mesma forma incluidos, compreendendo contatar células de

mieloma com um antagonista de uma proteina de mieloma, preferivelmente
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um anticorpo ou outro antagonista, tal como os anticorpos de CS1 descritos
aqui. Por exemplo, os anticorpos podem fazer contato com células de mie-
loma in vitro (tal como, adicionando-se os antagonistas em um ambiente de
cultura de célula onde as células de mieloma sdo cultivadas), ex vivo, ou in
vivo (por exemplo, administrando-se os antagonistas em um individuo). Em
outro aspecto, a presente invencdo fornece um método de reduzir a prolife-
racdo de células de mieloma, compreendendo administrar uma quantidade
eficaz de um antagonista de proteina de mieloma no referido individuo.

Em um aspecto, os antagonistas, preferivelmente anticorpos da
presente invengdo, podem ser empregados para a prevengdo ou tratamento
de mieloma. Depois de ser administrado em um individuo que tem desen-
volvido os sintomas de mieloma, os anticorpos ou antagonista deveriam ser
capazes de reduzir a severidade dos sintomas. Alternativamente, os anticor-
pos da presente invengio podem ser administrados em um individuo antes
que o individuo desenvolvesse quaisquer manifestagbes clinicas de mielo-
ma. A gravidade de sintomas de mieloma pode ser avaliada pelo teste clini-
co padréo para mieloma conhecido na técnica, tal como analise de raio X de
densidade 6ssea, niveis de microglobulina de beta-2 ou hipercalcemia. Me-
todos terapéuticos sdo usualmente aplicados a pacientes humanos porem
podem ser aplicados a outros mamiferos.

Em ainda outro aspecto, a presente invengdo é direcionada a
um método de induzir apoptose ou citdlise de células expressando CS1
compreendendo contatar as células com um anticorpo contra CS1 descrito
aqui. Em uma modalidade preferida, a indug&o é obtida por meio de citotoxi-
dade celular dependente de anticorpo (ADCC). Em geral, os anticorpos da
presente invengado ligam antigenos na superficie de células aivo (células que
expressam CS1) na presenga de células efetoras (tal como células extermi-
nadoras naturais ou macrofagos). Receptores Fc em células efetoras reco-
nhecem anticorpos ligados. A reticulagdo de receptores de Fc sinaliza as
células efetoras para matar as células alvo por citdlise ou apoptose. A citoli-
se pode ser detectada por meio da liberagdo de rétulo ou lactato desidroge-

nase das células lisadas, ou detecgdo de viabilidade de célula alvo reduzida
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(por exemplo, ensaio de anexina). Ensaios para apoptose podem ser reali-
zados por ensaio de rotulagem (TUNEL) de extremidade de entalhe de di-
goxigenin-11-dUTP mediado por desoxinucleotidil transferase terminal (La-
zebnik e outros, Nature: 371, 346 (1994). A citotoxidade pode ser diretamen-
te detectada por kits de detecgdo conhecidos na técnica, tal como Cytotoxi-
city Detection Kit from Roche Applied Science (Indianapolis, IN). Preferivel-
mente, os anticorpos da presente invengdo induzem pelo menos 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, ou 80% de citotoxidade das células alvo. A porcenta-
gem é calculada pelos métodos descritos nos Exemplos.

Os antagonistas podem da mesma forma fazer contato com leu-
cocitos in vitro (tal como, adicionando-se os antagonistas em um ambiente
de cultura de célula onde os leucécitos sdo cultivados), ex vivo, ou in vivo
(por exemplo, administrando-se os antagonistas em um individuo).

Em uma modalidade preferida, os leucécitos séo a) linfocitos
ativados, tal como células B efou células T, preferivelmente células B CD19"
elou células T CD3*; b) células naive e/ou ativadas CD14"; c¢) celulas dendri-
ticas nao ativadas efou ativadas; e/ou c¢) células NKT efou NK CD56™.

Em um aspecto preferido, a presente invengdo fornece um me-
todo de reduzir a segregacgdo de imunoglobulina por células B, em um indi-
viduo em necessidade deste, compreendendo administrar uma quantidade
eficaz de um antagonista de CS1 no referido individuo. Tal redugdo de se-
gregacéo de imunoglobulina por células B pode ajudar a abrandar as com-
plicagdes de mieloma, incluindo sindrome de hiperviscosidade.

Em outro aspecto preferido, a presente invengdo fornece um
método de induzir a citotoxidade, citdlise e/ou apoptose de células expres-
sando CS1 em um individuo em necessidade deste, compreendendo admi-
nistrar uma quantidade eficaz de um anticorpo de CS1 no referido individuo.

Administracdo de Agentes Terapéuticos

Ha varios métodos de administrar os antagonistas, por exemplo,
anticorpos da presente invengéo. Administragdo parenteral é preferida. O
anticorpo pode ser administrado em um paciente intravenosamente como

um bolo ou por infus@o continua durante um periodo de tempo; ou por roti-
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nas intramuscular, subcutanea, intraperitoneal ou intra-cerebroespinhal. Ro-
tinas oral, topica, inalagdo, ou outros meios de liberagéo conhecidos por a-
queles versados na técnica sdo da mesma forma incluidas na presente in-
vengao.

As composicbes farmacéuticas da presente invengéo comumen-
te compreendem uma solugado de antagonistas (por exemplo, anticorpos), ou
um coquetel desta dissolvido aqui em veiculo aceitavel, preferivelmente um
veiculo aquoso. Uma variedade de veiculos aquosos pode ser empregada,
por exemplo, 4gua para inje¢do (WFI) ou agua tamponada com fosfato, ci-
trato, acetato, etc. em um pH tipicamente de 5,0 a 8,0, mais freqlientemente
6,0 a 7,0, elou contendo sais tal como cloreto de sodio, cloreto de potassio,
etc. para tornar isoténico. O veiculo pode da mesma forma conter excipien-
tes tal como albumina sérica humana, polissorbato 80, aglcares ou aminoa-
cidos para proteger a proteina ativa. A concentragéo de um antagonista (por
exemplo, anticorpo) nestas formulagdes varia amplamente de cerca de 0,1 a
100 mg/ml porém esta freqlientemente na faixa de 1 a 10 mg/ml. O anticor-
po monoclonal formulado é particularmente adequado para administragdo
parenteral e pode ser administrado como uma infusdo intravenosa ou por
injecdo subcutanea, intramuscular ou intravenosa. Métodos atuais para pre-
parar composigdes parenteralmente administraveis sdo conhecidos ou evi-
dentes por aqueles versados na técnica e séo descritos em mais detalhes
em, por exemplo, Remington's Pharmaceutical Science (15° Ed., Mack Pu-
blishing Company, Easton, Pa., 1980) que é incorporado aqui por referéncia.
A presente invencéo fornece uma composigao farmacéutica compreendendo
qualquer um dos anticorpos descritos aqui.

As composicdes podem ser administradas para tratamentos te-
rapéuticos efou profilaticos, compreendendo inibir as interagdes entre um
CS1 e seu substrato celular, inibindo a ades&o de células doentes ou preve-
nir e/ou reduzir os sintomas clinicos dos disturbios acima. Uma quantidade
adequada para realizar qualquer um destes efeitos desejados é definida
como uma "quantidade eficaz". Os anticorpos podem ser liberados em um

paciente por administragdes multiplas ou unicas.
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Para propdsito de tratamento de doenga, a dosagem apropriada
dos antagonistas (por exemplo, anticorpos) dependera da gravidade e curso
de doenca, da resposta e histdria clinica do paciente, da toxicidade dos anti-
corpos, e da discricdo do médico assistente. Os antagonistas sdo adminis-
trados adequadamente ao paciente de uma vez ou durante uma série de
tratamentos. A dosagem candidata inicial pode ser administrada em um pa-
ciente. A propria dosagem e regime de tratamento podem ser estabelecidos
monitorando-se o progresso de terapia empregando técnicas convencionais
conhecidas pelas pessoas versadas na técnica.

Adicionalmente, o antagonista (tal como anticorpos) pode ser
utilizado sozinho em forma substancialmente pura, ou junto com agentes
terapéuticos para doencas auto-imunes conhecidas por aqueles versados
na técnica. Outras terapias que podem ser empregadas junto com tratamen-
to com os anticorpos incluem a administragdo de moléculas de acido nucléi-
co anti-sentido ou bioldgicas, tal como anticorpos terapéuticos adicionais.
Dessa maneira, o tratamento da presente invengdo & formulado de uma
maneira permitindo ser administrado consecutivamente ou em combinagéo
com outro agente para o tratamento de doengas auto-imunes. Por tratar dis-
tarbios auto-imunes e mieloma, o anticorpo serd administrado frequente-
mente depois ou em combinagdo com uma ou mais outras drogas imunos-
supressoras e imunomoduladoras.

Kits para Uso em Aplicagdes Prognosticas e/ou Diagnésticas

Para uso em aplicagdes de pesquisa e diagnosticas sugeridas
acima, kits sdo da mesma forma fornecidos pela invengdo. Em aplicagbes
de pesquisa e diagndsticas, tais kifs podem incluir pelo menos um dos se-
guintes: reagentes de ensaio, tampdes, acidos nucléicos especificos de CS1
ou anticorpos, iniciadores efou sondas de hibridizag&o, polinucleotideos anti-
sentidos, ribozimas, polipeptideos ou polinucleotideos de CS1 negativos
dominantes, inibidores de molécula pequena de seqiiéncias associadas de
CS1 etc.

Além disso, os kits podem incluir materiais instrutivos contendo

instrugdes (por exemplo, protocolos) para a pratica dos métodos desta in-
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vengdo. Enquanto os materiais instrutivos tipicamente compreendem mate-
riais impressos ou escritos, eles ndo séo limitados para tais. Um meio capaz
de armazenar tais instrugdes e comunica-las a um usuario final & considera-
do por esta invencdo. Tais meios incluem, porém ndo sdo limitados a, meios
de armazenagem eletronicos (por exemplo, discos magnéticos, fitas, cartu-
chos, chips), meio ético (por exemplo, CD ROM), e similares. Tais meios
podem incluir enderecos para sites de internet que fornecem tais materiais
instrutivos.

A presente invencdo da mesma forma fornece kits para avaliar
quanto aos moduladores de sequéncias associadas a CS1. Tais kits podem
ser preparados de reagentes e materiais facilmente disponiveis. Por exem-
plo, tais kits podem compreender um ou mais dos seguintes materiais: um
polipeptideo ou polinucleotideo associado a CS1, tubos de reagdo e instru-
cbes para testar atividade associada a CS1. Opcionaimente, o kit contem
proteina de CS1 biologicamente ativa. Uma ampla variedade de kits e com-
ponentes pode ser preparada de acordo com a presente invengdo, depen-
dendo do usuario destinado do kit e das necessidades particulares do usua-
rio. Diagnéstico tipicamente envolveria avaliagdo de uma pluralidade de ge-
nes ou produtos. Os genes tipicamente serao selecionados com base nas
correlagbes com parametros importantes em doenga que podem ser identifi-
cados em dados de resultado ou historicos.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Isolamento e Identificacdo de CS1

CS1 foi identificado de uma biblioteca de subtragéo de cDNA de
subgrupos célula B (células B naive vs. memoria + plasma) de sangue peri-
férico de adulto sadio normal. CS1 foi preferencialmente expresso entre as
células B de memodria e plasma. Bibliotecas de subtragdo foram produzidas
'seguindo-se o protocolo descrito abaixo:

Isolamento de subgrupos célula B:

Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram
isoladas de nove doadores adultos sadios com gradientes Ficoll-hypaque

padrgo. Células B foram isoladas das PBMCs seguindo-se um protocolo de
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selegdo negativo padrao. As PBMCs foram incubadas em um coquetel de
anticorpo de CD2, CD3, CD4, CD14, CD16, CD56, CD66 e glicoforina A an-
ti-humano de camundongo purificado. Depois da incubagéo e lavagem, con-
tas Dynal magnéticas de cabra-anticamundongo foram adicionadas em 7-10
contas por célula. Subseqiientemente, as células ligadas por anticorpo fo-
ram isoladas com um fixador magnético Dynal padrdo para deixar as células
B enriquecidas nos sobrenadantes. Os sobrenadantes coletados foram em
seguida lavados com RPMI + 10% de soro bovino fetal (FBS).

Classificacdo de subgrupos Célula B (células B Naive vs. Memdria + Plas-

ma):

Células B enriquecidas de Dynal foram manchadas com IgD-
FITC, CD38-cicromo, CD19-APC, e CD27-PE seguindo-se os protocolos de
manchamento padrdo. As duas populagdes separadas de células B naive
(lgD*CD19*CD38™CD27") versus células B de memdria e plasma (IgD
CD19*CD38"*CD27") foram classificadas em um citdmetro de Fluxo de Alto
Desempenho MoFlo - MLS, que & equipado com um leiser de argbnio resfri-
ado a ar de fisicos de espectros (488 nm) e um laser de diodo de 635-nm e
com filtros para detecgdo de FITC em 530/40Gnm, PE em 580/30 nm, APC
em 670/20 nm, e cicromo (PE-Cy5) em 670/30 nm. As células B classifica-
das foram analisadas no citbmetro MoFlo quanto & pureza e foram consta-
tadas ser de 97% (células B de memoéria e plasma) e 98% (células B naive)
de pureza. As células classificadas foram colocadas em Trizol e armazena-
das a -70°C.
Produgdo de Biblioteca de cDNA:

As bibliotecas de subtragio de cDNA foram feitas dos subgrupos

célula B classificadas empregando-se um protocolo de hibridizag&o subtrati-
vo de andlise de diferenca representacional padrdo. As bibliotecas de sub-
tragdo incluiram a biblioteca de cDNA de célula B de memdria + plasma,
onde o cDNA naive foi subtraido duas vezes e a biblioteca de cDNA de célu-
la B naive onde o cDNA de memdria + plasma foi subtraido duas vezes.
Com técnicas de biologia molecular padrdo, a biblioteca de subtragdo de

¢DNA foi ligada em um vetor de plasmidio padrdo e transformada em células
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de E. coli eletrocomponentes (DH-10B). As células de E.coli transformadas
foram semeadas em placas de agar LB na presenca de antibi6ticos de sele-
¢éo. Coldnias bacterianas Gnicas, cada representando uma insergéo especi-
fica, foram amplificadas empregando PCR de colonia padréo.

Avaliacdo e Confirmacéo da Expressdo Difererencial:

As insergdes de biblioteca de subtragdo de cDNA foram desna-
turadas e manchadas em 2 filtros de nailon idénticos e hibridizadas separa-
damente com duas sondas rotuladas diferente-(meméria + plasma) - cDNA
naive (subtraido duas vezes) e naive - (memoéria + plasma) cDNA (subtraido
duas vezes). Uma insergdo de cDNA de biblioteca de subtragéo foi conside-
rada positiva se a insergdo seletivamente hibridizasse preferencialmente
com uma das duas sondas. Os clones de cDNA para CS1 hibridizado prefe-
rencialmente com a sonda de cDNA de (memdria + plasma) - cDNA naive
(subtraida duas vezes).

Identificacéo de CS1:

Células bacterianas transformadas com clones positivos foram

crescidas e DNA foi isolado com um kit Qiagen® Mini-Prep (preparagbes
diagnasticas in vitro) seguindo o protocolo do fabricante (Qiagen, Valencia,
California). Os plasmideos purificados foram seqlenciados e a identidade da
seqiiéncia de DNA foi determinada pesquisando-sé as bases de dados de
NCBI.

Caracterizacdo e Confirmacéo de Expressdo de Gene CS1:

Expressdo preferencial dos clones positivos selecionados, inclu-
indo CS1, foi confirmada por andlise de mancha em ponto. Quantidades i-
guais de (ndo subtraido) cDNA (20 ng) isolado de células B naive versus
meméria + plasma isoladas foram manchadas em filtros de nailon e hibridi-
zadas com insergdo de cDNA rotulado para o clone positivo. Para estes en-
saios, cDNA foi sintetizado de subgrupos c¢lula B de sangue periférico obti-
dos de 2 classificagbes separadas (n=9 adultos sadios € n=10 adultos sadi-
os, pureza > 97% e > 98%, respectivamente). Filtros foram lavados e sinal
de sondas hibridizadas foi detectado por auto-radiografia. Um clone foi con-

siderado positivo se ¢cDNA preferencialmente hibridizasse para o cDNA de
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célula B de memdria + plasma através de ambos os grupos células B naive
versus memoria + plasma classificadas. Como mostrado na Figura 1A, os
dados indicaram que CS1 é predominantemente expressado em células B
de plasma e memoria.

CSl é principalmente expressado em tecido linféide:

Manchas em ponto foram preparadas de cDNA sintetizado de
poliA* RNA, que foi comprado de Clontech (Palo Alto, California) e feito dos
seguintes tecidos: bago, linfonodo, medula ossea, intestino delgado, cére-
bro, puiméo, misculo esqueletal, coragdo, rim e figado. Manchas em ponto
foram sondadas com DNA de CS1 rotulado por digoxigenina (DIG) e visuali-
zadas por quimiluminescéncia (anticorpo anti-DIG rotulado por fosfatase al-
calina e CDP-Star) seguindo as recomendagdes do fabricante (kit Boehrin-
ger-Mannheim DIG). Como mostrado na Figura 1B, os resultados indicam
que CS1 é principalmente expressado em tecidos linféides (bago, linfonodo,
medula 6ssea e intestino delgado—possivelmente devido aos linfocitos resi-
duais em emplastros de Peyer) e estd ausente ou baixo em outros 6rgéos
ndo-linfoides (cérebro, pulmdo, musculo esquelético, coragao, rim e figado).

Exemplo 2: Expressdo Diferencial de CS1

Células Humanas:

Células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram
obtidas por isolagéo de gradientes Ficoll-hypaque padréo. PBMCs isoladas
foram em seguida ressuspensas em 2 X 108 de células/ml em um meio de
cultura fresco. PBMCs foram estimuladas com fitoemaglutinina (PHA) em
uma concentragédo de 3 pg/ml durante 3 dias ou com mitogénio de erva-dos-
canceres (PWM) em uma concentragdo de 10 pg/ml durante 8 dias. PBMCs
de controle ndo estimuladas foram preparadas sem qualquer estimulo. Célu-
las foram cultivadas a 37°C em 7% de CO, em meio de RPM! com 10% de
FBS, penicilina, estreptomicina e aditivos de glicose.

Células de Camundongo:

Bacos foram obtidos de dois camundongos Balb/c. Os bacgos
foram colocados em filtros de 100 microns. Células foram desagregadas e

lavadas com PBS e centrifugadas em 1.500 rpm durante 10 minutos. Hema-
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cias foram lisadas com 2 ml de tampé&o de lise a 37°C durante 2 minutos. As
células foram lavadas duas vezes, ressuspensas em 10 ml do meio e conta-
das. Uma porgéo das células ndo estimuladas foi diretamente congelada. As
células restantes foram estimuladas com con A em uma concentragéo de 5
pg/ml durante 3 dias ou com LPS em uma concentragdo de 1 pg/ml durante
3 dias. Células foram cultivadas em um meio de DMEM com 10% de FBS,
antibiéticos e aditivos de glicose.

Linfocitos B de Pacienfe com Lupus versus Individuos Sadios lqualados por

Idade:

Células B foram classificadas de células mononucleares de san-
gue periférico de paciente com lipus e individuos sadios, manchando-se as
células com anticorpo de CD19 anti-humano rotulado por FITC. Células fo-
ram classificadas em Citdmetro de Fluxo de Alto Desempenho MoFLo - MLS
como descrito em Exemplo 1. Células foram coletadas em meio estéril para
sintese de RNA.

Isolamento de RNA Total para PCR em Tempo Real:

Células foram lavadas uma vez e colocadas em Trizol® (Life Te-
chnologies, Gaithersburg, Maryland) e o RNA total foi isolado seguindo o
protocolo do fabricante. O RNA total foi tratado com DNase livre de RNase
(GenHunter, Nashville, Tennessee). O RNA digerido por DNase foi extraido
com fenol/cloroformio e precipitado durante a noite com etanol. O RNA foi
lavado com 75% de etanol e dissolvido em &agua livre de nuclease. O RNA
isolado foi quantificado e sua integridade foi analisada em um gel de agaro-
se.

PCR em Tempo Real:

RNA total (2 pg) foi transcrito reverso do paciente com Upus

versus os linfécitos B classificados de individuos sadios em 100 ul de mistu-
ra de reagao empregando-se os reagentes de transcricdo reversa Tagman
padrdo (Applied Biosystems, Foster City, California). Reagbes de PCR foram
estabelecidas empregando mistura principal de PCR verde de SYBR de Ap-
plied Biosystems. Iniciadores de CS1 foram incorporados na mistura para

examinar os niveis de expressio de CS1 em paciente com lipus e cDNA de
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individuos sadios. Iniciadores de CS1 foram designados das seqliéncias
publicadas (nimero de acessao de Genbank XM-001635, AF390894). Inici-
adores de 18S rRNA e B-Actina foram empregados como controles para
normalizag&o. Os iniciadores foram designados empregando software Pri-
mer Express comprados de Applied Biosystems. Os produtos amplificados
de PCR foram 85bp para iniciadores de CS1, 84bp para iniciadores de -
actina, e 61bp para iniciadores de 18S rRNA. PCR em Tempo Real foi reali-
zada em um sistema GeneAmp 5700 SDS de Applied Biosystems, empre-
gando o protocolo recomendado.

PCR em Tempo Real de Ly9 Novo de Camundongo: -

RNA total (2 pg) foi transcrito reverso de amostras néo estimula-
das, LPS e conA em 100 ul de mistura de reagdo empregando reagentes de
transcrigdo reversa de Tagman padrdo (Applied Biosystems). Uma reagéo
de PCR foi estabelecida empregando mistura principal de PCR verde de
SYBR de Applied Biosystems. Iniciadores especificos para Ly9 novo de ca-
mundongo foram designados da seqliéncia publicada (nimero de acessdo

de Genbank AF467909) e incorporados na mistura para examinar os niveis

.de expressdo em amostras de cDNA estimuladas vs ndo estimuladas. Os

iniciadores de rRNA 188 foram empregados para normalizagéo. Os iniciado-
res foram designados empregando-se soffware Primer Express comprado
de Applied Biosystems. Os produtos amplificados de PCR foram 65bp para
os iniciadores de Ly9 de camundongo e 61bp para os iniciadores de rRNA
18S. PCR em tempo real foi realizada em um Sistema de Dete¢do de Se-
qUéncia GeneAmp 5700 de Applied Biosystems, empregando o protocoio
recomendado.

Ensaios de microdisposicdo: preparagédo de amostra, rotulando microchips e

impressoes digitais

Perfis de expressdo de populagbes de leucécitos ndo ativadas e
ativadas foram determinados e analisados empregando chips de gene. A
microdisposicdo de oligonucleotideo Affymetrix GeneChip® de costume
permite a interrogagéo de aproximadamente 35.000 transcrigdes de mRNA

Unicas.
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O RNA foi isolado e analise de chip de gene foi realizada como
descrito (Veja Henshall e outros (2003) Cancer Research 63:4196-4203;
Henshall e outros (2003) Oncogene 22:6005-12; Glynne, e outros (2000)
Nature 403:672-676; Zhao, e outros (2000) Genes Dev. 14:981-993, aqui
incorporado em sua totalidade).
e Purificar poly A + mRNA de RNA total ou limpar o RNA fotal com kit RNE-
ASY® de Qiagen (purificacdo de poly A* mRNA de RNA total)

A suspenséo de oligotex foi aquecida a 37°C e imediatamente

misturada antes de adicionar ao RNA. O Tampéo de Eluig&o foi incubado a
70°C. Nota-se que o Tampédo de Ligagéo de 2 x pode ser aquecido a 65°C
se houver precipitado no tamp&o. O RNA total foi misturado com agua trata-
da por DEPC, Tampdo de Ligagéo de 2 x, e Oligotex de acordo com a Tabe-
la 2 na pagina 16 do Manual de Oligotex. A mistura foi incubada durante 3
minutos a 65°C, e em seguida incubada durante 10 minutos em temperatura
ambiente.

Os tubos foram centrifugados durante 2 minutos em 14.000 a
18.000 g. Nota-se que se a centrifuga tem um "ajuste ameno," ela deveria
ser empregada. O sobrenadante foi removido sem perturbar o pélete de Oli-
gotex. Uma quantidade pequena de solugéo pode ser deixada para tras para
reduzir a perda de Oligotex. O sobrenadante deveria ser protegido até certo
que a eluicdo e ligagdo satisfatorias poli A* mRNA tenham ocorrido.

O pélete foi suavemente ressuspenso em Tamp&o de Lavagem
OW?2 e pipetado sobre a coluna de rotagdo. A coluna de rotag&o foi centrifu-
gada em velocidade maxima (ajuste ameno se possivel) durante 1 minuto.

Depois da centrifugag&o, a coluna de rotagéo foi transferida para
um tubo de colegdo novo e suavemente ressuspensa em Tamp&o de Lava-
gem OW2 e recentrifugada como descrito aqui.

A coluna de rotacéo foi transferida para um novo tubo e eluida
com 20 a 100 ul de Tampéo de Eluigdo pré-aquecido (70(C). A resina de
Oligotex foi suavemente ressuspensa pipetando-se para cima e para baixo,
e em seguida centrifugada como anteriormente. O procedimento de elui¢ao

foi repetido com tampao de eluigdo fresco. Caso contrario, se o volume de
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eluigdo baixo for necessario, somente o primeiro eluato pode ser emprega-
do.

A absorvéncia foi lida, empregando o Tampéo de Eluigdo diluido
como o absoluto.

e Precipitacdo de etanol

Antes de proceder com sintese de cDNA, o mRNA foi precipita-
do. Alguma sobra no componente ou no Tampao de Elui¢&o do procedimen-
to de purificagéo de Oligotex inibira reagbes enzimaticas a jusante do mR-
NA.

0,4 vol. de 7,5 M de NH40Ac + 2,5 vol. de etanol a 100% frio
foram adicionados ao eluato. A solugéo foi precipitada a -20°C 1 hora a du-
rante a noite (ou 20-30 minutos a -70°C). A solugdo precipitada foi centrifu-
gada em 14.000-16.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O pélete foi lavado
com 0,5 mi de etanol a 80% (-20°C) em seguida centrifugada em 14.000-
16.000 x g durante 5 minutos em temperatura ambiente. Lavagem com eta-
nol a 80% foi repetida 1X. O pélete foi secado na coifa. (N&o apressar o va-
cuo). O pélete foi suspenso em DEPC H,O em 1 ug/pl de concentragéo.

o Limpar RNA total empregando o kit RNeasy de Qiagen

Nzo mais do que 100 ng de RNA devem ser adicionados a uma
coluna de RNeasy. O volume da amostra foi ajustado para 100 pl com agua
livre de RNase, e 350 pl de Tampdo RLT em seguida 250 ul de Etanol
(100%) foram adicionados & amostra. A solugéo foi misturada pipetando-se
(ndo centrifugar) em seguida a amostra aplicada a uma coluna de minirrota-
cdo de RNeasy. A coluna de minirrotagdo foi centrifugada durante 15 se-
gundos em >10.000 rpm. Se considerado com respeito a produgdo, a pas-
sagem de fluxo pode ser reaplicada a coluna e pode ser centrifugada nova-
mente.

A coluna foi transferida para um novo tubo de cole¢éo de 2 ml e
500 pl de Tamp&o RPE foram adicionados e centrifugados durante 15 se-
gundos em >10.000 rpm. A passagem de fluxo foi descartada. 500 pl de
Tamp&o RPE foram adicionados a coluna de minirrotagdo novamente, e

centrifugados durante 15 segundos em >10.000 rpm. A passagem de fluxo
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foi novamente descartada, em seguida centrifugada durante 2 minutos em
velocidade maxima para secar a membrana de coluna. A coluna foi transfe-
rida para a um novo tubo de colecéo de 1,5 ml e 30-50 pl de agua livre de
RNase foram diretamente aplicados sobre a membrana de coluna. A coluna
foi centrifugada durante 1 minuto em >10.000 rpm e a eluig&o repetida.

Uma leitura de absorvéncia foi seguida. Se necessario, o eluato
pode ser precipitado com acetato de aménio e 2,5 X o volume de etanol a
100%.
Preparar CDNA empregando Sistema de Escolha "SUPERSCRIPT® de Gi-
bceo para kit de Sintese de cDNA"
e Primeira Sintese de Filamento de cDNA

5ug de RNA total ou 1ug de polyA+ mRNA foram empregados
como material de partida. Para RNA total, 2 yl de SUPERSCRIPT® RT (kit
com transcriptase reversa para sintese de cDNA) foram empregados (para
polyA+mRNA, usar 1 pl de SUPERSCRIPT® RT). O volume final da primeira
mistura de sintese de filamento deveria ser 20 pl. O RNA deve estar em um
volume ndo maior do que 10 pl. O RNA foi incubado com 1 ul de 100 pmol
de oligo T7-T24 durante 10 minutos a 70°C. Em gelo, 7 pl de: 4 pl de 5X de
1° Tampéo de Filamento, 2 yl de 0,1M de DTT, e 1 ul de 10mM de mistura
de dNTP foram adicionados. A mistura foi incubada a 37°C durante 2 minu-
tos, em seguida SUPERSCRIPT® RT foi adicionado.

A mistura foi incubada a 37°C durante 1 hora.

s Sequnda Sintese de Filamento

As 12s reagdes de filamento foram colocadas sobre gelo.
A mistura foram adicionados:

91 ul de DEPC H,O

30 ul de 5X de 2° Tampéo de Filamento

3 pl de 10mM de mistura de dNTP

1 pl de 10U/ul de DNA Ligase de E.coli

4 ul de 10U/ul de DNA Polimerase de E.coli

1 pt de 2U/ul de RNase H

A anterior deveria ser feita em uma mistura se houver mais do
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que 2 amostras. A mistura adicionada foi incubada durante 2 horas a 16°C.

2 ul de T4 DNA Polimerase foram adicionados e também incu-
bados durante 5 minutos a 16°C. 10 ul de 0,5M de EDTA foram adicionados
para interromper a reacao.

» Limpar cDNA

O cDNA foi limpo empregando purificagdo de Fe-
nol:Cloroférmio:Alcool de I1soamila (25:24:1) em tubos de gel:

Os tubos de PLG (gel de trava de fase) foram centrifugados du-
rante 30 segundos em velocidade maxima, e transferidos para um novo tubo
de PLG. Um volume igual de fenol:cloroférmio:élcool de isoamila foi adicio-
nado e vigorosamente agitado (ndo vortexar). Os tubos foram centrifugados
durante 5 minutos em velocidade maxima. A solugdo de camada aquosa de
topo foi transferida para um novo tubo. A solugdo aquosa foi precipitada com
etanol adicionando-se 7,5X de 5M de NH4Oac e 2,5X de volume de etanol a
100%. Os tubos foram imediatamente centrifugados em temperatura ambi-
ente durante 20 minutos, velocidade maxima. O sobrenadante foi removido
e o pélete lavado 2X com etanol a 80% frio. Remover a lavagem de etanol
tanto quanto possivel, em seguida deixar o pélete secar ao ar. O pélete foi
ressuspenso em 3 ul de agua livre de RNase.
¢ Rotulagéio e Transcricdo [n vitro (IVT) com biotina

1,5 ul de cDNA foi pipetado em um tubo de PCR de parede fina.
A mistura de rotulagdo de NTP foi adicionada em temperatura ambiente ao
tubo de PCR.
Mistura da rotulagdo de NTP:

2 ul 7T 10xATP (75 mM) (Ambion)

2l 7T 10xGTP (75 mM) (Ambion)

1,5 ul 7T 10xCTP (75 mM) (Ambion)

1,5u 7T 10xUTP (75 mM) (Ambion)

3,75ul 10 mM de Bio-11-CTP

0,75 ul 10 mM de Bio-16-UTP

2yl 10x de tampao de transcrigdo T7 (Ambion)

2 ul 10x de mistura de enzima T7 (Ambion)
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O volume final da reagéo total foi 20 pl. Os tubos foram incuba-
dos durante 6 horas em 37°C em uma maquina de PCR.
Limpeza total de RNeasy do produto de IVT

Observe acima para o procedimento.
O cRNA rotulado é etanol precipitado e ressuspenso em um vo-
lume compativel com a etapa de fragmentagao.

¢ Fragmentacio

Aproximadamente 15 ug de RNA rotulado foram fragmentados
empregando a seguinte técnica. O volume da reagdo de fragmentagao foi
minimizado para aproximadamente 10 ul de volume, porém ndo mais do que
20 pl devido aos problemas de precipitagido de magnésio com o tamp&o de
hibridizagéo.

O RNA foi fragmentado incubando-se a 94°C durante 35 minutos
em 1 x de tampao de Fragmentag&o.

5 x de tampéo de Fragmentag&o:

200 mM de Tris-acetato, pH 8,1,

500 mM de KOAc

150 mM de MgOAc

A transcrigdo de RNA rotulado foi analisada antes e apos a

fragmentagdo. As amostras foram aquecidas & 65°C durante 15 minutos e
eletroforadas em 1% de géis de agarose/ TBE para ter uma idéia aproxima-
da da faixa de tamanho de transcrigo.

« Disposicdo do_microchip

A disposicdo do microchip EOS HuO3 empregado em todas as
experiéncias € uma disposigéo de oligonucleotideo GENECHIP® Affymetric
customizada compreendendo 59.680 grupos sondas representando 46.000
seqliéncias Unicas incluindo ambos éxons preditos FGENESH e conhecidos
que foram com base no primeiro desenho do genoma humano. Os grupos
sondas de Hu03 consistem em sondas pareadas perfeitas somente, a maio-
ria dos grupos sondas tendo 6 ou 7 sondas.

e Hibridizacdo na Disposicéo do Microchip

200 pi (10 ug de cRNA) de mistura de hibridizag&o foram pipeta-
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dos sobre o chip. Se hibridizagdes multiplas estdo para serem feitas (tal co-
mo ciclagens através de um grupo 5 chips), entdo é recomendado que uma
mistura de hibridizag&o inicial de 300 pl ou mais seja feita.

Mistura de Hibridizacdo: RNA rotulado fragmentado (50ng /ul de concentra-

¢éo final.)
50 pM de oligo de controle 948-b
1,5 pM de BioB
5 pM de BioC
25 pM de BioD

100 pM de CRE

0,1 mg/ml de DNA de esperma de arenque

0,5 mg/ml de BSA acetilado

para 300 ul com 1x de tampéo de hibridizagdo MES

Os sinais de hibridagéo foram visualizados empregando strepta-
vidina conjugada por ficoeritina.

o Normalizacdo dos Dados de Expressio de Gene

Os dados de expressdo de gene foram normalizados ajustando-
se os dados de intensidade do nivel da sonda de cada disposigdo a uma y-
distribuigdo fixa, empregando uma fung&o y inversa para mapear a distribui-
¢ao cumulativa empirica de intensidades para a distribui¢do y desejada. Es-
te procedimento ¢ similar a outros procedimentos de normalizagéo por chip,
tal como fixar a média e SD de cada chip para um valor padrédo, exceto que
é mais rigoroso pelo fato de que fixa a distribuigdo total de intensidades em
vez de um ou dois parametros. O proposito da normalizagéo por chip € re-
mover as variagdes entre o chip, na suposigdo que é atribuivel a fatores ndo
biologicos, isto &, ruidos técnicos. O parametro da escala para a distribuigao
foi escolhido para produzir uma distribuigdo com um valor médio arbitrario
de 300, e o parametro de forma de 0,81 foi escothido reproduzir a forma tipi-
ca da distribuicdo empirica observada em amostras boas.

Uma unica medicdo da intensidade média foi calculada para ca-
da grupo sonda empregando a trimédia de Tukey da intensidade das sondas

constituintes. A trimédia é uma medigéo de tendéncia central que é resisten-
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te aos efeitos circundantes. Finalmente, uma subtragao anterior foi aplicada
a cada medicdo de intensidade média para corrigir quanto a hibridizagdo
ndo-especifica. A medi¢do da intensidade média de um grupo sonda "nulo”
consistindo em 491 grupos sonda com sequéncia misturada foi subtraida de
todos os outros grupos sonda no chip.

Os manuais de instrugdo para os produtos empregados nisto
estdo incorporados aqui em sua totalidade.

Protocolo de Rotulacédo Fornecido Aqui

Reacao da hibridacio:

Comega com IVT ndo biotinilado (purificado por colunas de
RNeasy) (observe o exemplo 1 para as etapas de tecido para IVT)

RNA de anti-sentido de IVT; 4 pg: ]
Hexameros aleatorios (1 ug /ul): 4
H,0: ul
Volume total: 14 ul

- Incubar a 70°C, 10 minutos. Por no gelo.

Transcrigdo inversa:

5X Primeiro tamp&o padréo (BRL): 6l
0,1 Mde DTT: 3l
50 X de mistura de dNTP: 0,6 ul
H20: 2,4yl
dUTP de Cy3 ou Cy5 (1mM): 3l
SS RT Il (BRL): 1 pl
Volume total: 16 ul

- Adicionar a reacgéo de hibridag¢3o.

- Incubar 30 minutos, 42°C.

- Adicionar 1 pl de SSllI e deixar durante outra uma hora.
Colocar no gelo.

- 50X de mistura de dNTP (25mM de dATP frio, dCTP, e dGTP,
10mM de dTTP: 25 ul de cada um de 100mM de dATP, dCTP, dGTP; 10 pl
de 100mM de dTTP para 15 pL de H,0)

Degradagao de RNA:

V2
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- Adicionar 1,5 pl de 1M de NaOH / 2mM de EDTA, incubar em
65°C, 10 minutos.

H20 86 yl
10N de NaOH 10 pl
50mM de EDTA 4l
U-Con 30

500 pl de TE/ rotagdo da amostra (TE/rotagéo da amostra) em
7000g durante 10 minutos, exceto fluxo por para purificagao,
Purificacdo Qiagen:

- suspender o material recuperado u-con em 500 pl de tampéo
PB

- proceder w / protocolo Qiagen normal
Digestdo DNAse:

- Adicionar 1 pl de 1/100 de diluigdo de DNAse/ 30 pl de Rx e
incubar em 37°C durante 15 minutos.
- 5 minutos, 95°C para desnaturar a enzima

Preparacdo da Amostra:

- Adicionar:
DNA Cot-1: 10 pl
50X de dNTPs: 1yl
20X de SSC: 2.3 pl
Fosfato na pyro: 7,5l

10 mg/ml de DNA de esperma de arenque 1 i de 1/10 de diluigao
Volume final: 21,8 pl

- Secar em vacuo acelerado.

- Ressuspender em 15 L de H,O.

- Adicionar 0,38 pl de SDS 10%.

- Aquecer em 95°C, 2 minutos.

- Diminuir o esfriamento em temperatura ambiente durante 20
minutos.

P6r a lamina e hibridizar durante a noite & 64°C.

Lavar apds a hibridizacéo:
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3X de SSC/0,03% de SDS: 2 minutos, 37,5 mis de 20X de
SSC+0,75mls ‘

de SDS 10% em 250 mls de H,O

1X de SSC: 5 minutos 12,5 mls de 20X de SSC em 250
mis de H20

0,2 X de SSC: 5 minutos 2,5 mis de 20X de SSC em 250 mis
de H20

Secar as laminas em centrifuga, 1000 RPM, 1 minuto.

Varredura em ajustes de Photomultiplier Tube apropriados ca-
nais de fluorescéncia.

CS1 é superexpressa em leucocitos, porém ndo em varios tipos
de tecidos néo linféide

Para avaliar o perfil de expressdo de CS1, o mRNA isolado de
leucocitos e outros tecidos foi analisado por PCR em tempo real. Como
mostrado na Figura 2A, o nivel de expressdo de mRNA foi muito mais ele-
vado em leucécitos do que aquele da maioria dos outros tecidos de adulto
de normais. Outros tecidos de adulto normais que ndo mostraram a expres-
sdo de CS1 acima dos niveis de valor basico incluiram glandula gordurosa,
adrenal, aorta, valvula adrtica, apéndice, artéria coronaria, bexiga, 0sso,
medula 6ssea, peito, brénquio, cerviz, cérebro, espinha dorsal, diafragma,
endométrio, epididimo, esodfago, vesicula biliar, ganglio, coragao, laringe,
labio, figado, pulm&o, mulsculo, miométrio, nervo vago, omento, mucosa o-
ral, ovario, pancreas, paratiredide, mucosa faringea, placenta, prostata, reti-
na, glandula salival, pele, estdmago, sindvia, testiculos, timo, tirdide, lingua,
traquéia, corddo umbilical, ureter, Gtero, vagina, ou veia. MRNA de CS1 foi
expresso em amostras selecionadas de cdlon (2/11), rim (1/20), intestino
delgado (1/3), bago, e tonsila (2/4). Os resultados indicaram que CS1 é prin-
cipalmente expressado em leucocitos e deveria ser um bom alvo para doen-
¢as auto-imunes.

Expressio de CS1 aumenta em multiplas populagdes de leucdcito ativado

Para avaliar a correlagéo entre a expresséo de CS1 e ativagéo

de leucacitos, a expressdo de mRNA de CS1 foi analisada em multiplas po-
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pulagdes de leucécitos ativados e ndo ativados. Como mostrado na Figura
2B, a expressdo de CS1 aumentou nas células B ativadas, células DC ma-
duras, células CD3 ativadas (aumento de baixo para moderado), células
CD4 ativadas (aumento de nivel baixo), e células CD8 ativadas (aumento de
baixo para moderado, dependendo do doador) em comparagdo com suas
populagdes de controle néo ativadas correspondentes. Estes resultados in-
dicaram que a superexpressao de CS1 se correlaciona com a ativagéo de
varios subgrupos leucocito.

Exemplo 3: Produgdo de Antigenos para Geragédo de Anticorpos Monoclo-
nais Contra CS1

Clonagem:

O dominio extracelular (ECD) de CS1 ficou isolado de células de
Raji empregando os iniciadores que flanqueiam o dominio extracelular de
CS1 (ECD de CS1). O produto de PCR foi o gel purificado e ligado em um
vetor codificando a regido constante de 1gG3 (Fc-y3 humano). O plasmideo
contendo ECD-Fcy3 de CS1 foi purificado em uma grande escala e confir-
mado por seqlienciamento de DNA.

Transfecgdo Estavel de ECD-Fcy3 de CS1:

50 ug de plasmideo de ECD-Fcy3 de CS1 foram linearizados
com enzima de Fsp1, e o DNA foi precipitado em etanol, lavado, e ressus-
penso em 500 pl de PBS estéril. As céiulas de NSO foram lavadas duas ve-
zes em PBS frio, e ressuspensas em 2 x 107 por um mi de PBS. Uma quan-
tidade de 1 x 107 de células foi empregada para transfecgéo.

500 pl de células de NSO foram combinados com 500 ul de DNA
em PBS. As células foram eletroforadas em 1,5V e 3 pF por um pulsador
BioRad Gene. As células foram adicionadas a 100 mi de meios completos
de DMEM e semeadas em dez placas de 96 cavidades. Os meios de sele-
¢do micofendlicos em 1 pg/ml foram adicionados 24 horas apés a transfec-
¢ao. Os transfectantes positivos foram avaliados apés 10 dias e se expandi-
ram em placas de 48 e 24 cavidades. Os transfectantes positivos foram rea-
valiados e produtores elevados foram expandidos para purificagdo da prote-

ina.
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Purificac&o de Proteina de ECD-Fcy3 de CS1:

Os transfectantes estaveis expressando proteina de fusdo CS1-
ECD Fcy3 foram expandidas em 600 ml de meios completos de DMEM com
aditivos de glicose durante cinco dias. A proteina de fusao foi purificada em
uma coluna de proteina G Sepharose e dialisada contra 1x de PBS. As for-
mas reduzidas e nio reduzidas de CS1 ECD-Fcy3 foram analisados por Co-
omassie. O ECD Fcy3 de CS1 foi analisadc da mesma forma por Western
blot empregando anti-HulgG, e confirmado por seqitenciamento N-terminal.
A proteina de fusdo CS1-Fc-y3 purificada foi empregada para imunizar ca-
mundongos.
Producéo de proteina de fusdo de ECD-myc-GPI de CS1:

O dominio extracelular (ECD) de CS1 foi isolado de células Raji

empregando iniciadores flanqueando o dominio extracelular de CS1. O pro-
duto de PCR foi purificado por gel e litigou em um vetor expressando um
rotulo myc e ligagao de fosfatidilinositol de glicosila para expressdo de su-
perficie de célula (vetor myc-GPI). O plasmideo contendo ECD-myc-GPI de
CS1 foi purificado em uma grande escala e confirmado por sequienciamento
de DNA.
Transfeccio Estavel de ECD-myc-GPl de CS1:

50 ug de plasmideo de ECD-myc-GPl de CS1 foram linearizados

com enzima Fsp1, e o DNA foi precipitado em etanol, lavado, e ressuspenso
em 500 ul de PBS estéril. As células NSO foram lavadas duas vezes em
PBS frio e ressuspensas em 2x 10% por um ml de PBS. Uma quantidade de
1x 108 de células foi empregada para transfecgio.

500 pl de células NSO foram combinados com 500 pl de DNA
em PBS. As células foram eletroforadas em 1,5 V e 3 pyF por um pulsador
Biorad Gene. As células foram desenvolvidas a 37°C em 5% de CO, com 1
Mg/ml de selegdio micofendlica, e foram mais tarde subclonadas em placas
de 96 cavidades. Os transfectantes positivos foram avaliados com anticorpo
anti-myc. Os produtores poderosos de transfectantes de ECD-myc-GPI de
CS1 foram selecionados e se expandiram para ensaios in vitro.

Exemplo 3: Producdo de Anticorpos Monoclonais Anti-CS1.

326
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Imundgenos para CS1 Humano:

A proteina de fusdo ECD-y3 de CS1 humana recombinante puri-
ficada foi empregada para imunizar os camundongos Balb/c através das al-
mofadas do pé (ECD de CS1 se refere ao dominio extracelular de CS1 des-
crito acima). Resumidamente, os camundongos foram imunizados nas almo-
fadas do pé traseiro com 10 pg de proteina com um volume igual de adju-
vante Ribi em um volume total de 25 ul. As imunizagdes das almofadas do
pé foram realizadas 4 vezes em intervalos de 4 - ou 5 - dias.

a. Fusao de Célula:

Dois camundongos imunizados com ECD-y3 de CS1 foram sa-
crificados. Os linfonodos sacrais e femorais popliteos foram removidos dos
camundongos. Os linfécitos foram isolados dos tecidos, e os hibridomas fo-
ram gerados através de procedimentos padrdo. Resumidamente, os hibri-
domas foram gerados por fuséo mediada por polietileno glicol (PEG) 1500
entre os linfocitos e uma linhagem celular de mieloma de camundongo (célu-
las NSO). As células fundidas foram semeadas em placas de 96 cavidades
em uma densidade de 107 células por placa. A selecédo de células fundidas
foi concluida empregando meios HAT (hipoxantina, aminopterina, timidina).
b. Avaliacdo dos Hibridomas

A especificidade de anticorpos segregados por hibridomas foi
determinada por uma citometria de fluxo (FACS) com base no ensaio de
ligagdo para células expressando CS1. O ensaio de FACS foi realizado em-
pregando protocolos padrdo. Os transfectantes estaveis de NSO que ex-
pressando o dominio extracelular CS1 de superficie (2x10°) foram ressus-
pensos em 50 pl de PBS resfriado com gelo com 50 ul de sobrenadante de
cultura em gelo durante 1 hora. Apo6s lavagem extensiva, as células foram
ihcubadas com anticorpos especificos de IgG anticamundongo de cabra
conjugado por ficoeritrina durante 1 hora no gelo. As células foram lavadas
novamente e os anticorpos de ligados a superficie da célula foram detecta-
dos por FACS empregando um Becton Dickinson FACScan. Como mostrado
na Tabela 1, os anticorpos: Luc2, Luc3, Luc15, Luc20, Luc22, Luc23, Luc29,
Luc32, Luc34, Luc3d5, Luc3?, Luc38, Luc39, Lucs6, Lucs0, Luct3, ou Luc9o,
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ligados fortemente as células NSO-CS1 transfectadas com CS1, porém né&o
ao NSO-FcRn. Os anticorpos de CS1 anti-humano se ligaram as células
K562 e Daudi (que sdo conhecidas por expressar CS1 nativo), porem néo
as células Jurkat de controle negativo. O dados mostram que os anticorpos
anti-CS1 produzidos s&o capazes de ligagdo especificamente a CS1. Tam-
bém mostrados na tabela foram os resultados da ligagdo de ensaio (por E-
LISA) de anticorpos Luc & proteina de fusdo de CS1-y3 versus AR-G3 de
controle negativo (proteina de fusdo y3). Os anticorpos Luc ligaram-se es-
pecificamente a CS1-y3 e ndo a proteina de fusdo AR-y3 de controle negati-

Vo.
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As Seqliéncias de Aminoacido dos Anticorpos Monoclonais Anti-
CS1 Produzidos

As regibes variaveis de cadeia pesada e leve do anticorpo foram
clonadas empregando técnicas padrdo. Resumidamente, RNA total de 1-5 x
10° de células foi empregado para preparar cDNA empregando Kit de Ampli-
ficagdo de cDNA SMART RACE (BD Biosciences Clontech) e as regides
variaveis foram amplificadas por PCR empregando iniciadores especificos
de gene complementares as regides constantes cadeia leve e pesada de
camundongo.

As sequéncias de aminoacido da cadeia pesada madura e da
cadeia leve madura dos anticorpos Luc30, Luc63, e Luc34 sdo mostradas
na Tabela 4.

Exemplo 4: Caracterizagéo de Anticorpos de CS1

Um ensaio de competicdo de citometria de fluxo foi empregado
para determinar a especificidade de epitopo de 15 anticorpos monoclonais
anti-CS1 diferentes. Os transfectantes estaveis de NSO expressando CS1
de superficie (2x10°) foram incubados no gelo durante 1 hora com 50 pl de
anticorpos anti-CS1, incluindo combinagbes em pares de Luc23, Luc29
Luc34, Luc35, Luc37, Luc38, Luc 63, e Luc 90. Em paralelo, anticorpo de
controle de isétipo (AIP-13) foi empregado como um controle negativo. Os
anticorpos monoclonais anti-CS1 biotinilados (Luc23, Luc34, Luc37, Luc38,
LucB3, e Luc80) foram incubados em 1 pg/ml com a mistura de célula/ anti-
corpo durante 30 minutos adicionais no gelo. Apds lavagem extensiva, as
células foram incubadas com estreptavidina conjugada por ficoeritrina duran-
te 1 hora no gelo. As células foram lavadas e os anticorpos biotinilados liga-
dos a superficie da célula foram detectados por FACS empregando um Bec-
ton Dickinson FACScan.

Os anticorpos nao-rotulados: Luc23, Luc34, Luc37, Luc38,
L.ucB3, e Luc90 foram testados quanto a capacidade de competir entre si em
uma concentracdo de 15 pg/ml, 3 pg/ml, e 0,6 ug/ml, e os anticorpos de blo-
queio ou competicdo foram adicionados em 1 ug/ml. AlP-13 foi empregado

como um controle negativo, uma vez que este anticorpo ndo liga CS1 ou



10

15

20

25

30

113

compete com quaisquer dos anticorpos Luc. O nivel de fluorescéncia (inten-
sidade de fluorescéncia média) (MFI) dos anticorpos biotinilados € mostrado
na figura. Uma diminuicéo significante no MFI indicou a competi¢do de CS1
de superficie de célula por anti-CS1 biotinilado por Mab versus Mab anti-
CS1 ndo-rotulado, em pelo menos 50% comparado com o MFI do anticorpo
de controle.

A Figura 3 descreve um resultado exemplar dos ensaios de
competi¢do entre os anticorpos Luc quando os anticorpos monoclonais Luc
de bloqueio foram empregados em uma concentragdo de 15 pg/ml e 3
mg/ml. Os ensaios de competigdo indicaram que vérios dos anticorpos Luc
contatam epitopos distintos. Luc38 contata um epitopo distinto dos epitopos
de Luc37, 23, 90, e 63. Luc63 contata um epitopo néo sobreposto separado
que é distinto dos epitopos de Luc37, 23, 90, e 38. Luc90 contata um epito-
po n&o sobreposto diferente, distinto dos epitopos de Luc 37, 23, 63, e 38.
Luc 23 contata outro epitopo ndo sobreposto, distinto dos epitopos de
Luc90, 63, e 38. Luc37 contata um epitopo ndo sobreposto adicional, distin-
to dos epitopos contatados por Luc90, 63, e 38. Luc63 contata um epitopo
sobreposto com Luc34, ao mesmo tempo em que Luc90 contata um epitopo
sobreposto com Luc34. Luc37 contata um epitopo que se sobrepde com o
epitopo de Luc23. Luc34 bloqueia ou significantemente diminui a ligagédo de
todos os anticorpos de Luc, e pode ou contatar um epitopo exposto e amplo,
ou pode ter afinidade mais elevada com CS1. Luc37, Luc23, e Luc38 nao
bloqueiam a ligagdo a CS1 pelo anticorpo de Luc34. Os epitopos para
Luc37, Luc23, e Luc38 podem ser "incluido™ dentro da estrutura secundaria
de CS1, ou a afinidade com CS1 pode ser menor do que a afinidade do an-
ticorpo de Luc34.

| As afinidades relativas de trés anticorpos monoclonais foram
também testadas por analise Biacore. A andlise cinética de CS1 MAbs por
medigdes de SPRKinetics entre proteina de fusdo de CS1-Fc humana e an-
ticorpos de camundongo monoclonais de CS1 anti-humano Luc34.1, 63,2, e
90H1 foram realizados empregando BlAcore 2000 (BlAcore, Suécia). A con-
dicdo de regeneragéo foi estabelecida imobilizando-se mais de 10 000 RUs

M



10

15

20

25

30

114

de cada anticorpo sobre células de fluxo diferentes e injetando-se CS1-Fc
sobre a superficie, seguido pelo teste de uma série de tampdes diferentes
até que o melhor foi encontrado para otimizar a liberagéo de CS1-Fc de ca-
da anticorpo. Um tampéo de 10mM de Glicina, pH 2,0 foi constatado ser o
tampéo de regeneragdo ideal e foi imediatamente testado quanto a sua re-
produtividade em 10 ciclos de injegdo de CS1-Fc e regeneragéo de tampé&o.
O tampao foi constatado ser adequado para regeneragdo da reprodutividade
da superficie de anticorpo. Conseqlientemente 10mM de Glicina, pH 2,0 foi
o tampao de regeneragdo designado para os experimentos BlAcore de anti-
corpo e CS1-Fc.

O anticorpo de CS1 produzido internamente foi imobilizado com
unidades de resposta baixas (RUs) variando de 99,4 RUs a 133,7 RUs no
chip sensor de grau de pesquisa-grau CM5 pelos reagentes de acoplamento
de amina BlAcore (N-etil-N'-dimetilaminopropilcarbodiimida, EDC; N-
hidroxissuccinimida, NHS; e HC! de etanolamina, pH 8,5). Os ensaios foram:
executados em uma taxa de fluxo de 30ul/minuto em temperatura ambiente.
Uma fase de associagdo de trés minutos de CS1-Fc foi seguida por injecdo
de dez minutos de tamp3o fluente (10mM de Hepes, 300mM de cloreto de
sodio, 3mM de EDTA, 0,05% de P-20, pH 7,4) para monitorar a dissociagdo

- durante cada ciclo de ligagdo, com concentragdes de CS1-Fc diferentes por

ciclo. A superficie de regeneragao foi regenerada com 10mM de Glicina, pH
2.0. Os cinéticos de ligagdo de cada CS1-Fc e par de anticorpo foram calcu-
lados de uma analise global de dados de sensorgrama coletados de doze
concentragdes diferentes de CS1-Fc (1024 nM, 512 nM, 256 nM, 128 nM, 64
nM, 32 nM, 16 nM, 8 nM, 4 nM, 2 nM, 1 nM, 0,5 nM) em duplicata, empre-
gando o programa BlAevaluate. Referéncia dupla foi aplicada em cada ana-
lise para eliminar as respostas anteriores do controle somente de tampéo e
superficie de referéncia. A afinidade (Ky) da ligagao foi obtida simultanea-
mente ajustando-se a associagéo e fases de dissociagdo do sensorgrama
das séries de concentragdo analisada empregando o modelo analisado biva-
lente do programa BlAevaluate. A experiéncia foi realizada trés vezes para

estudar o desvio padrao dos dados.
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As afinidades de ligagdo de Luc 90.H1, Luc63.2, e Luc43.1s80
resumidas na Figura 4. Luc90.H1 tem afinidade de ligacéo mais elevada en-
tre esses trés anticorpos. A afinidade de ligagdo de Luc90.H1 & 5,5 vezes
mais elevada do que aquela de Luc 63.2 e 28 vezes mais elevada do que
aquela de Luc34.1.

Manchamento Imuno-histolégico com Anticorpos Anti-CS1:

As células fransfectadas com CS1 foram também examinadas
quanto ao manchamento imuno-histoldgico com anticorpos anti-CS1. Uma
quantidade de 10 pg/ml de anticorpo anti-CS1 monoclonal primario foi adi-
cionado as células transfectadas com CS1. As células foram em seguida
bloqueadas com soro e incubadas com o Ig anti-camundongo de biotina. A
avidina-peroxidase foi entdo misturada com as células e desenvolvidas com
AEC (um reagente peroxidase padrao). A cor vermelha de AEC indicou o
manchando positivo ao mesmo tempo em que os nucleos das células testa-
das foram contra-manchados com hematoxilina (azul). Os dados indicaram
que as células transfectadas com CS1 foram positivamente manchadas com
os anticorpos anti-CS1, mostrando que os anticorpos anti-CS1 produzidos
sdo capazes de se ligarem a CS1 expressado na superficie de célula (Figura
5A). Desse modo, os anticorpos anti-CS1 sao adequados para uso ndo so-
mente na detecgdo de expresséo na superficie de células sangliineas peri-
féricas na solugao, porém também na detecgéo por imunohistoquimica (IHC)
que é tipicamente empregada para analisar as seg¢des de tecido (por exem-
plo, bidpsias de tecido ou linfonodos do paciente).

A Figura 5B mostra o manchamento imunoistoldgico de tonsila
inflamada com dois anticorpos anti-CS1, Luc90 e Luc63. Os painéis C e D
na Figura 5B mostram o manchamento com CD138 que mancha as células
plasmaticas e células de epiteliais. Os painéis superiores (Figura 5B, painéis
A e B) mostram o manchamento de segdo serial com anticorpos anti-CS1.
Do padrao de sobreposicdo do manchamento, é evidente que os anticorpos
de CS1 mancham as células plasmaticas na tonsila inflamada.

Figura 5C mostra o manchamento imunoistologico do tecido si-

novial da junta de um paciente com artrite reumatéide com anti-CS1 Luc63.
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As células plasmaticas infiltraram na sindvia como observado pelo mancha-
mento com CD138 (méo direita, painel de topo). Do padrdo de sobreposigéo
do manchamento (compare o painel de topo da mé&o direita com painel de
topo da méo esquerda), é evidente que anticorpos anti-CS1 mancham as
células plasmaticas nas juntas de pacientes com artrite reumatoide.

Padrdo de Expressdo de Proteina CS1:

A expresséo de proteina de CS1 foi também examinada com os
anticorpos Luc produzidos através da andlise de FACS (Figura 6). Os
PBMCs foram isolados de individuos saudaveis e de pacientes de lUpus por
um procedimento de centrifugagéo gradiente Ficoll Hypaque. Os PBMCs
foram manchados com os anticorpos como indicado seguindo os procedi-
mentos padrdo. Para ativagéo do mitdgeno de erva-dos-canceres (PWM) de
PBMCs, PWM foi adicionado em diluigdo de 1:100 aos PBMCs, que foram
subseqiientemente colocados em 37°C em 7% de CO2 durante 8 dias. As
células estimuladas por PWM foram colhidas e lavadas antes do mancha-
mento pelo anticorpo. Os anticorpos anti-CS1 de camundongo empregados
aqui sdo Luc90 (IgG2b), Luc63, Luc38 e outros anticorpos Luc anti-CS1
produzidos. Os anticorpos de controle de isétipo foram anticorpos I9G de
camundongo pareados de isétipo.

Os resultados indicaram que CS1 foi positivamente expressada
em células B ativadas, células T CD8" (ambas ativadas e naive), células de
NK (CD3-CD56+), células NKT (CD56'CD3"), leucécitos CD14™° (macréfa-
gos e/ou mondcitos), e células T CD4" (nivel baixo em células ativadas in
vitro). CSI foi expressada nestas populages de célula de ambos adultos
saudaveis e pacientes de lipus. Nenhuma expressdo de proteina de CS1
significante foi detectada nas células T CD4" desativadas de adultos sauda-
veis, plaquetas, HUVECs, células de rim, células de via aérea bronquiais,
células de via aérea pequenas, células prostaticas, células do figado, e célu-
las da mama.

O manchamento da amostra de células B ativadas é mostrado
na Figura 6, onde o manchamento de PBMCs ativado por PWM é mostrado

como a linha grossa, ao mesmo tempo em que o manchamento de controle
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de isétipo e PBMCs desativados foi mostrado como linha pontilhada subli-
nhada. O padrdo de expressdo de CS1 & significante, porque um anticorpo
terapéutico idealmente se liga principalmente as células alvo e néo se liga a
outras células e tecidos, especialmente plaquetas. Os dados sugerem que
os anticorpos anti-CS1 sejam anticorpos terapéuticos candidato adequados.
Exemplo 5: Humanizagéo dos Anticorpos de CS1

Este exemplo descreve a humanizagéo do anticorpo monoclonal
anti-CS1 de camundongo Luc63 (MuLuc63). A humanizagdo de MuLuc63 foi
realizada essencialmente de acordo com o procedimento de Queen, C. e
outros (Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 86: 10029-10033 (1989)). Primeiro, os
segmentos VH e VL humano com homologia elevada as seqiiéncias de a-
minoacido VH e VL Mul.uc63, respectivamente, foram identificados. Em se-
guida, as seqiiéncias de CDR junto com os aminoacidos da estrutura impor-
tantes para manter as estruturas dos CDRs foram enxertadas nas seqiién-
cias da estrutura humana selecionada. O anticorpo monoclonal humanizado
resultante (HuLuc63) foi expressado na linhagem celular de mieloma de ca-
mundongo NSO0. O anticorpo HuLuc63 humanizado ligou-se ao CS1 humano
recombinante em um ensaio de ELISA com um valor de EC50 de 70,1
ng/mi, similar ao valor de EC50 de 66,1 ng/ml determinado para Mul.uc63 no
mesmo ensaio, indicando que HuLuc63 manteve afinidade de ligagéo eleva-
da com CS1 humano.

Clonagem e Seqiienciamento de cDNAs de Regido Varidvel de Muluc63

O RNA total foi extraido de aproximadamente 5 x 107 células de
hibridoma produzindo MuLuc63 empregando o reagente TRIzol (Life Tech-
nologies, Inc., Rockville, MD). O cDNA de filamento duplo foi sintetizado
empregando o Kit de Amplificagdo de cDNA SMART RACE (BD Biosciences
Clontech, Palo Alto, CA) seguindo o protocolo do fornecedor. Os cDNAs de
regifo variavel para as cadeias pesadas e leves foram amplificados por rea-
¢do em cadeia de polimerase (PCR) empregando os iniciadores 3' que reco-
zem respectivamente para as regides C de cadeia gama ou capa de ca-
mundongo, e um iniciador universal 5' fornecido no Kit de Amplificagéo de
c¢DNA SMART RACE. Para PCR VH, o iniciador 3' tem a seqliéncia 5' —
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AGCTGGGAAGGTGTGCACAC-3' (SEQ ID NO: 51). Para PCR VL, o inicia-
dor 3' tem a seqiténcia 5' - TTCACTGCCATCAATCTTCC -3' (SEQ ID NO:
52). Os cDNAs VH e de VL foram subclonados no vetor pCR4Blunt-TOPO
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) para determinagdo de seqiiéncia. O
seqUenciamento de DNA foi realizado por reagdes de seqiienciamento de
ciclo de PCR com terminadores de cadeia de didedxi fluorescente (Applied
Biosystems, Foster City, CA) de acordo com as instrugdes do fabricante.
Quatro clones de plasmideo foram seqlienciados para cada das
cadeias pesadas e leves. As seqliéncias Unicas homologas as regides vari-
aveis tipicas de cadeia pesada e leve de camundongo foram identificadas.
As seqliéncias de cDNA junto com as seqiliéncias de aminoacido deduzidas
das regiées V de cadeia pesada e leve de MuLuc63 s&o mostradas nas Ta-
belas 5 e 6.
Projeto das regides V HuLuc63

A humanizagéo das regides V de anticorpo foi realizada como
descrito por Queen, C. e outros (Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 86: 10029~
10033 (1989)). Primeiro, um modelo molecular das regifes varidveis Mu-
Luc63 foi construido com o auxilio dos programas de computador ABMOD e
ENCAD (Levitt, M., J. Mol. Biol. 168: 595-620 (1983)). Em seguida, com ba-
se em uma pesquisa de homologia contra seqiiéncias de cDNA de anticorpo
humano, a seqiiéncia VH humana E55 3-14 (Cuisinier e outros, Eur. J. Imm.
23:110-118 (1993)) e o segmento J JH1 (Ravetch, J.V. e outros, Cell 27:
583-591 (1981)) foram selecionados para fomecer as estruturas para a regi-
80 variavel de cadeia pesada HuLuc63. Para a regido varidvel de cadeia
leve HuLucB3, a seqliéncia VL de cDNA IlI-2R (Manheimer-Lory e outros, J.
Exp. Med. 174:1639-1652 (1991)) foi empregada. A identidade dos aminoa-
cidos da estrutura entre MuLuc63 VH e as estruturas humanas aceptores foi
81,6% (71/87), ao mesmo tempo em que a identidade entre MuLuc63 VL e
as estruturas humanas aceptores foi 76,3% (61/80).

Nas posigées da estrutura nas quais o modelo de computador
sugeriu contato significante com os CDRs, os aminoacidos das regides V

MuLuc63 foram substituidos pelos aminoacidos da estrutura humana origi-
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nal. Isto foi feito nos residuos 28, 48, 49, 66 e 68 da cadeia pesada (Tabela
7). Para a cadeia leve, a substituicio foi feita no residuo 60 (Tabela 8). Ob-
serve que o sistema de numeragdo empregado aqui € aquele de Kabat (Se-
quences of Proteins of Immunoclogical Interest, 52 ed., National Institute of
Health, Bethesda, MD (1991)).

Além disso, a inspegdo da seqliéncia de aminoacido MuLuc63
revelou um sitio para glicosilagéo ligada por N potencial em CDR2 da regido
VH. Tais sitios de glicosilagcdo ligados por N tém a seqiiéncia geral N-X-T/S
(onde N = asparagina, X = qualquer aminoacido, e S/T = serina ou treonina).
Uma vez que a presenga de glicosilagéo ligada por N no dominio variavel
poderia ter efeitos indesejaveis durante o desenvolvimento de HuLuc63 co-
mo um anticorpo terapéutico, o sitio de glicositagdo potencial em CDR2 (N-
Y-T) foi eliminado por substitui¢do da treonina com mutagéo de alanina (N-
Y-UM) no projeto humanizado.

Os alinhamentos de MulLuc63, HuLuc63, e das seqiiéncias de
aminoacido aceitantes humanas para VH e VL sdo mostrados nas Tabelas 7
e 8, respectivamente.

Construcdo dos genes de VL e VH de HuLuc63

Um gene codificando cada dos VL e VH de HulLuc63 foi projeta-
do como um miniéxon incluindo um peptideo de sinal, um sinal de doador de
unido, e sitios de enzima de restricdo apropriados para clonagem subse-
gliente em um vetor de expressdo de mamifero. Os sinais de doador de uni-
40 nos miniéxons de VH e VL foram derivados das seqéncias JHE6 e JK4
de linha germinativa humana correspondente, respectivamente. As sequén-
cias de peptideo de sinal nos miniéxons de VH e VL de HuLucB3 foram deri-
vadas das seqliéncias de VH e VL de MulLuc63 correspondentes, respecti-
vamente. As seqliéncias de nucleotideo de genes VH e VL de Luc63 junto
com as seqliéncias de aminoacido deduzidas sdo mostradas nas Tabelas 5
e 6.

Os genes VH e VL de HuLuc63 foram construidos por extensao
dos oligonucleotideos sintéticos sobrepostos variando no comprimento de

33 a 43 bases e amplificagcdo por PCR. (Stemmer e outros, Gene 164:49-53
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(1995)). Os oligonucleotideos para a sintese dos genes de VH e VL de Hu-
Luc63 séo listados na Tabela 9.

Os fragmentos amplificados PCR foram purificados pelo kit de
purificag@o por PCR Qiaquick (Qiagen) e digeridos com Miul e Xbal. O gene
de VH de HuLuc63 foi subclonado em pHuUHCg1.D para criar o plasmideo
pHUHCg1.D-HuLuc63. O gene de VL de HubLucB3 foi subclonado em pHuC-
kappa.rgpt.dE, um derivado de vetor de expressdo de cadeia leve
pOKT3.Vk.rg (Couve, M.S. e outros, J. Immunol. 159: 3613-3621 (1997)),
para criar o plasmideo pHuCkappa.rgpt.dE-HulLuc63.

Expressdo de Hul ucg63

O anticorpo HuLuc83 1gG1 /k foi produzido por transfecgéo tran-
sitéria de células de cultura de tecido. A linhagem celular embrionaria huma-
na do rim 293-H (Invitrogen, Carlsbad, a CA) foi mantida em DMEM (Bio-
Whittaker, Walkersville, MD) contendo 10% de FBS (HyClone, Logan, UT) e
aminoacidos ndo essenciais (Invitrogen). As células 293-H foram semeadas
em 1x10° células por cavidade em um volume de 2,5 ml em uma placa de 6
cavidades no dia antes da transfecgdo empregando meios regulares (DMEM
+ 10% de FBS + aminoacidos ndo essenciais). No dia da transfecg&o, 4 g
de DNA de plasmideo por cavidade foram diluidos em 250 pl de Hibridoma-
SFM (H-SFM, Invitrogen). 10 pl de Reagente de lipofectamina 2000
(LF2000, Invitrogen) por cavidade foram diluidos em 250 ul de H-SFM. O
DNA diluido foi combinado com LF2000 diluido e incubado durante 20 minu-
tos para permitir que os complexos de DNA-LF2000 se formem. 500 pl de
complexos de DNA-LF2000 foram adicionados a cada cavidade e mistura-
dos inclinando-se a placa de um lado para outro. As células foram incuba-
das durante 5 dias antes da colheita do sobrenadante para analise.

A expressdo de HuLuc63 foi medida por ELISA em sanduiche.
As placas Immulon 4 HBX (Thermo Labsystems, Franklin, MA) foram reves-
tidas durante a noite a 4°C com 100 plf cavidade de 1,8 pg/ml de anticorpos
policlonais especificos de cadeia de IgG Fcy anti-humano de cabra (Jackson
Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, PA) em 0,2 M de tamp&o

de carbonato-bicarbonato de sédio, pH 9,4, lavadas com Tampé&o de Lava-
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gem (PBS contendo 0,1% de Tween 20), e bloqueadas durante 30 minutos
em temperatura ambiente com 150 pl/ cavidade de Tampéo de Bloqueio
SuperBlock em TBS (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Apos a lava-
gem com Tampao de Lavagem, as amostras contendo HuLuc63 foram dilui-
das apropriadamente em Tampédo de ELISA (PBS contendo 1% de BSA e
0,1% de Tween 20) e 100 pl/ cavidade foram aplicados as placas de ELISA.
Como um padrdo, o anticorpo monoclonal IgG1 /k anti-CD33 humanizado
HuM195 (Co, M.S. e outros, J. Immunol., 148: 1149-1154 (1992)) foi empre-
gado. Ap6s a incubagao das placas durante 1 hora em temperatura ambien-
te e lavagem com Tampdo de Lavagem, os anticorpos ligados foram detec-
tados empregando 100 ul/ cavidade de uma diluicdo de 1:1000 de anticor-
pos policionais de cadeia capa anti-humano de cabra conjugado por HRP
(Southern Biotech, Birmingham, AL). Apés a incubagéo durante 1 hora em
temperatura ambiente e lavagem com Tampé&o de Lavagem, o desenvolvi-
mento da cor foi realizado adicionando-se 100 pl/ cavidade de substrato
ABTS (KPL, Inc., Gaithersburg, MD). Desenvolvimento da cor foi parado a-
dicionando-se 100 pl/ cavidade de acido de oxdlico 2%. A absorvéncia foi
lida em 415 nm empregando uma leitora de microplaca VersaMax (Molecu-
lar Devices Corporation, Sunnyvale, CA).

Propriedades de Ligagdo de MuLuc63 e HuLuc63

As afinidades de MuLuc63 e HuLuc63 com CS-1 humano foram
analisadas por ELISA de ligagdo direta. As placas de ELISA de 96 cavida-
des (placas Immulon 4 HBX, Thermo Labsystems, Franklin, MA) foram re-
vestidas com 100 pl de 1 pg/ml de proteina de fusdo CS1 humano soluvel —
Fcy3 humana em PBS durante a noite em temperatura ambiente. Apds a
lavagem com Tampdo de Lavagem, e;s cavidades foram bloqueadas com
150 pl de Tampao de Bloqueio Superblock durante 30 minutos em tempera-
tura ambiente. O anticorpo de HuLuc63 transitoriamente expressado ou an-
ticorpo de MuLuc63 purificado foi apropriadamente diluido em Tampao de
ELISA e aplicado as placas de ELISA (100 pi por cavidade). As placas de
ELISA foram incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente e os cavi-

dades foram lavados com Tampéo de Lavagem. Em seguida, 100 pl de anti-
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corpo Ck anti-humano de cabra conjugado por HRP ou anticorpo Ck anti-
camundongo de cabra conjugado por HRP (ambos de Biotech Southern)
diluido em 1:1000 em Tampao ELISA foram adicionados em cada cavidade
das placas HULUC83 e MulLuc63, respectivamente e incubados em tempera-
tura ambiente durante 1 hora. Apés a lavagem com Tampdo de Lavagem,
100 pl de substrato de ABTS (KPL) foram adicionados a cada cavidade. O
desenvolvimento da cor foi parado adicionando-se 100 pi de 4cido de oxali-
co 2% por cavidade. A absorvéncia foi lida em 415 nm empregando uma
leitora de microplaca VERSAmax. Os resultados das experiéncias de ligagéo
por ELISA sdo mostrados na Fig. 7. MuLuc63 e HuLuc63 ligam-se a CS-1-
Fcy3 humano de uma maneira dependente da concentragdo. O valor de
EC,, de HuLuc63, obtido empregando o programa de computador GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA), foi 70,1 ng/ml. Este & simi-
lar ao valor de EC, de 66,1 ng/mi obtido para muLuc63, indicando que a
humanizagdo de MuLuc63 de anticorpo monoclonal anti-CS1 de camundon-
go foi bem sucedida: HuLuc63 manteve afinidade de ligagdo elevada com
CS1 humano. Um modelo da regido variavel Luc83 humanizada é mostrado
na Figura 8.

Exemplo 6: Papel de CS1 em Distdrbios Auto-imunes

CS1 é altamente expressa em células B e T estimuladas, quan-
do comparado com as células ndo estimuladas:

Para determinar a expressédo de CS1, um ensaio in vitro foi con-
figurado para estimular os linfocitos B e T do sangue periférico, empregando
estimulantes de mitégeno de erva-dos-canceres (PWM) e fitoemaglutinina
(PHA). As células de controle mononucleares do sangue periférico néo esti-
muladas ficaram preparadas em paralelo sem estimulagdo. O mRNA PolyA*
foi isolado e o cDNA foi sintetizado destas amostras empregando técnicas
padrdo. O gene de CS1 foi amplificado por PCR empregando iniciadores de
oligonucleotideo especificos de CS1 (observe acima) e a expressao foi
quantificada empregando Biorad Gel Doc 2000. As intensidades do sinai
foram normalizadas para controlar R-actina humana. A andlise de PCR em

tempo real indicou que CS1 mostrou cerca de 23 duplicagbes de super-
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regulagdo em células B do sangue periférico ativadas e cerca de 30 vezes
de super-regulagdo em linfécitos T do sangue periférico ativados, quando
comparada com células n3o estimuladas (Figura 9).

CS1 é super-regulado nos linfacitos B do sangue periférico do
paciente de ldpus quando comparado com aqueles dos adultos saudaveis
de idade semelhante:

Para avaliar a expressdo de CS1 em pacientes de lupus compa-
rados com individuos saudaveis, os linfocitos B do sangue periférico foram
isolados por classificagéo de célula, das células CD19" de um paciente de
lapus versus um grupo adultos saudaveis. O mRNA de PolyA* foi isolado e 0
cDNA foi sintetizado empregando técnicas padrdo. A expressdo de CS1 foi
avaliada por PCR em tempo real empregando iniciadores de oligonucleoti-
deo especifico para CS1. Os dados de PCR em tempo real indicaram que
CS1 é super-regulada cerca de 2 vezes em linfécitos B do paciente de lapus
quando comparado com os individuos saudaveis. Sob normalizagdo com B-
actina, o gene de CS1 foi aumentado 2,3 vezes no cDNA de linfécito B do
paciente de IGpus quando comparado com cDNA dos individuos saudaveis.
Quando normalizado com iniciadores de rRNA 18S, a CS1 foi aumentada
1,8 vezes nas respectivas amostras de cDNA (Figura 10).

Super-requlacio de Ly9 novo de camundongo em ceélulas T ativadas e B

ativadas:

Ly9 novo de camundongo é um ortdlogo proposto de CS1 hu-
mano (Tovar e outros, Immunogenetics 54: 394-402 (2002)). A expressdo de
Ly9 novo de camundongo em células T ativadas e B ativadas foi examinada
com PCR em tempo real. Os dados mostraram que Ly9 novo de camundon-
go é super-regulado em células T ativadas e B ativadas.
| A expressdo de Ly9 novo de camundongo foi analisada com um
Sistema de Detecgdo de Sequéncia ABI GeneAmp 5700 (observe o Exem-
plo 2). Sob normalizagdo com os iniciadores de rRNA 83, o gene Ly9 fof
aumentado em 3 vezes no cDNA estimulado por conA, e super-regulou em 6

vezes em cDNA estimulado por LPS quando comparado com cDNA espléni-

co nao estimulado.
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Super-requlacdo de CS1 no Tecido de Doenga de Intestino Inflamatério

A expressdo da proteina(s) moduladora de IBD no tecido IBD
(ambas doenga de Crohn e colite ulcerativa) contra o tecido normal foi de-
terminada em disposicdes de microchip como descrito acima. As microdis-
posigdes de oligonucleotideo foram interrogadas com cRNAs derivados de
multiplos tecidos. Mais especificamente, os cRNAs foram gerados por en-
s.aios de transcrigdio in vitro (IVTs) de nove IBD e nove espécimes de intesti-
no normais adjacentes semelhantes, e 24 amostras epiteliais colénicas. A
hibridagio de cRNA para as microdisposigées de oligonucleotideo foi medi-
da pela intensidade de fluorescéncia média (Al), que é diretamente propor-
cional ao nivel de expresséo do gene.

O dados foram analisados comparando-se 0s niveis de expres-
sdo de gene em IBD com os 6rgdos e tecidos de adultos nao patogénicos.
Um dos genes identificado com um aumentol significante em expressédo de
gene em tecido de doenca de intestino inflamatério comparado com o tecido
normal é CS1. A Figura 11 € uma representagdo gréfica da anadlise de mi-
crodisposicdo, mostrando que a expressdo de gene de CS1 e aumentada
em colite ulcerativa e Crohn quando comparado com células epiteliais col0-
nicas de adulto saudavel. Para também avaliar a expressao de CS1 em pa-
cientes de doenga de intestino inflamatério comparados com individuos
saudaveis, as amostras de secdes doentes de intestino grosso de 2 pacien-
tes de doenga de Crohn e 3 pacientes de colite ulcerativa versus amostras
de intestino grosso normal de 3 adultos saudaveis foram desagregadas, la-
vadas, e colocadas em TRIZOL®. O RNA total foi isolado seguindo o proto-
colo do fabricante. O RNA total foi tratado com Dnase livre de Rnase (Ge-
nHunter). O RNA digerido por Dnase foi extrafdo com fenol/ cloroférmio, e
precipitado durante a noite com etanol. O RNA foi lavado com 75% de ete-
nol e dissolveu em agua livre de nuclease. O RNA foi quantificado e a inte-
gridade do RNA foi analisada em um gel de agarose. Os dados de PCR em
tempo real (Figura 12) indicaram que CS1 é super-regulado 7 vezes e 6 ve-
zes no intestino grosso doente dos pacientes de Crohn (n=2) e 13 vezes, 14

vezes e 46 vezes no intestino grosso doente de pacientes de colite ulcerati-
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va (n=3) comparado com o intestino normal agrupado de individuos sauda-
veis (n=3).

Exemplo 7: Expressdo de CS1 em Células de Céncer

Padrio de Expressédo de Proteina de CS1:

A expresséo de proteina de CS1 foi também examinada com 0s
anticorpos Luc produzidos através da analise de FACS. As linhagens celula-
res foram incubadas com anticorpos Luc90.H1 anti -CS1 ou anticorpos de
controle de isotipo 1gG2b de camundongo durante 30 minutos no gelo. As
células foram lavadas com PBS e lg anti-camundongo conjugado por ficoeri-
trina (PE) foi adicionado as células e incubado durante 30 minutos no gelo.
As células foram lavadas e analisadas por citometria de fluxo em um Calibre
de FACS (Becton Dickinson). Os graficos de histograma sdo mostrados na
Figura 13, onde o sinal de anticorpos Luc90.H1 é mostrado como a linha
negritada sobreposta. As linhas subjacentes incluem os controles negativos
(células ndo manchadas, anticorpo secundario (Ig-PE anti-camundongo sem
anticorpo primario), ou anticorpo de controle de is6tipo.). Estes dados mos-
tram que CS1 é expressa em células de linhagem de leucemia ARH-77, li-
nhagem célu|ar de linfoblastéide CESS e IM9 B, e linhagem celular de mie-
loma L363, LP1, e OPM2.

Amostras de pacientes com mieloma mdiltiplo (n=21 amostras da
medula éssea), alguns pacientes com MGUS (gamopatia monoclonal de
significagdo desconhecida; n=1), um paciente com leucemia de célula plas-
matica (n=1), células do bago CD34+ mobilizadas da medula 6ssea (n=5),
células de medulas normais (n=3), tecido de linfonodo normal (n=1), pacien-
tes com Leucemia Linfoblastica Crénica (CLL; n=15), pacientes com leuce-
mia de mielogénica aguda (AML; n=11), um paciente com o linfoma néo
Hodgkin (NHL; n=1), e um paciente com o linfoma de Hodgkin (n=1) foram
incubados com anticorpos conjugados por FITC para CS1 (Luc90 ou LucB3),
CD45-PerCP, CD38-PE, efou CD138-PE e processados como detalhado
acima para anélise de FACS de células de mieloma (observe Figura 14). Os
anticorpos anti-CS1 de camundongo empregados aqui sdo Luc90 (IlgG2b),
Luc63 (IgG2a), Luc38 (IgG2b) e outros anticorpos Luc anti-CS1 produzidos.
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Os anticorpos de controle de isétipo foram isétipo anticorpos IgG de camun-
dongo pareados.

Os aspirados da medula ¢ssea foram obtidos de pacientes de
mieloma multiplo da Cleveland Clinic. As linhagens celulares de mieloma
(LP1, L363, OPM2, NCI-H929, RPMI 8226, e U266 B1), a linhagem celular
de leucemia ARH-77, as linhagens de linfoblastoides B (IM9, CESS), e celu-
las de medula dssea foram manchadas com anticorpos monoclonais anti-
CS1 versus anticorpos de controle de isétipo (Becton Dickinson) seguindo
um protocolo de manchamento padrdo. As células foram lavadas, colocadas
em tampdo de manchamento (RPMI, 10% de FBS para células humanas ou
DMEM, 10% de FBS), e anticorpos anti-CS1 versus controle de is6tipo fo-
ram adicionados em 0,5-1 ug de anticorpo por milhdes de células em 0,1 ml
de volume final. Para amostras de paciente, os glébulos vermelhos foram
lisados, e as células foram pelotadas em uma‘ centrifuga e ressuspensas em
tampdo de manchamento. Para os anticorpos que n&o foram diretamente
conjugados para FITC, os anticorpos do segundo estagio foram adicionados
em 0,5-1 ug de anticorpo por milhdes de células em 0,1 ml de volume final.
As células foram lavadas e ressuspensas no tampao de manchamento para
analise de FACS em um Calibre Becton Dickinson FACS empregando o
programa CellQuest. Para distinguir as células plasmaticas, as células de
medula 6ssea de mieloma mdltiplas foram manchadas com anticorpos anti-
CD45, anti-sindecan-1 (CD138), e monoclonais anti-CD38. O Anti-sindecan-
1 (CD138) especificamente mancha as células plasmaticas e nao outros leu-
cacitos.

Os resultados mostram que CS1 é altamente expresso em célu-
las plasmaticas (por exemplo, células CD138+) de pacientes de mieloma
mdltiplos (Figuras 14A-14H), células plasmaticas de um paciente de leuce-
mia de célula plasmatica (Figura 14l), e em varias linhagens celulares de
mieloma (L363, LP1, e OPM2; observe Figura 13). Um total de 21 amostras
diferentes de medula 6ssea de pacientes de mielomas mdultiplos foi ensaiado
através de fluxo e para todos 21 das 21 amostras, virtualmente fodas as cé-

lulas plasmaticas de medula 6ssea expressam CS1. CS1 é também expres-
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sada em células de leucemia ARH-77 e linhagens celulares de linfoblastoide
B (IM9 e CESS) (observe Figura 13).
Exemplo 8. Expresé;éo de CS1 em Células Plasmaticas de Paciente de Mie-
loma

As amostras de medula 6ssea de um paciente de mieloma mal-
tiplo foram manchadas com CD138-PE, CD45PerCP, Luc90-FITC, e/ou
IgG2b-FITC (anticorpo de controle de is6tipo) e analisadas por FACS como
detalhado acima (observe Exemplo 5). As células fechadas s&o como se-
gue: portdo R1 contém linfécitos ("R1"), portéo R2 contém mondcitos ("R2"),
portdo R3 contém granulécitos ("R3"), portédo R4 contém células eritroide
("R4"), portdo R5 contém células plasmaticas ("R5"), e portdo R6 contém
blastos ("R6"). A Figura 15 mostra que CS1 & expressada em células plas-
maéticas (por exemplo, células CD138+) do paciente de mieloma multiplo.
Exemplo 9: Anticorpo Monoclonal Anti-CS1 Diminui a Secregéo de igM por
Células B do Sangue Periférico Ativadas

As células mononucleares do sangue periférico de um adulto
normal foram isoladas por um gradiente Ficoll padréo, incubadas com mitd-
geno de erva-dos-canceres em 10 pg / ml (GIBCO/BRL, Inglaterra, o Reino
Unido), e semeadas em uma placa de 24 cavidades em um volume total de
1 mi. O anticorpo monoclonal (0 CS1 anti-humano de camundongo (LucB3)
ou controle de isétipo de 1gG de camundongo) foi adicionado aos cavidades
da amostra em 100 pg/mi ou 10 pug/ml. As células e o anticorpo foram incu-
bados a 37°C em 7% de CO, durante 8 dias. Os sobrenadante de culturas
foram isolados e IgM foi ensaiado por ELISA como descrito acima. Como
mostrado na Figura 16, o anticorpo Luc63 em 100 pg/ml ou 10 pg/ml (P-
wLuc100 e PwLuc10, respectivamente) diminuiu a secregéo de IgM das cé-
lulas mononucleares do sangue periférico comparado com a secre¢ao de
IgM por células incubadas com o controle de isétipo em 100 pg/ml ou 10
ug/mi (Pwlg100 e Pwlig10, respectivamente) ou nenhum anticorpo (Pw (-)).

Anticorpo Monoclonal Anti-CS1 Diminui a Secregéo de IgM por
Células B Ativadas do Sangue Periférico de Paciente de Doenga Auto-

imune:
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Os sobrenadantes das culturas de célula de células mononucle-
ares do sangue periférico foram isolados como detalhado acima e ensaiados
por ELISA. As placas Immulon-1 foram revestidas com 100 pl de 1 pg/ml de
anticorpo monoclonal IgM anti-humano de camundongo (catalogo N° 05-
4900, Zymed Laboratories, Inc., Sao Francisco Sul, California) em PBS. As
placas foram bloqueadas durante 1 hora com Tampao de ELISA (' EB' =
PBS + 0,1% de BSA + 0,05% de Tween 20). Os sobrenadantes de cultura
foram adicionados em varias diluigées (em EB) em 100 ul/ cavidade. Os so-
brenadantes e IgM humano padrdo (catalogo N° 009-000-012, Jackson La-
boratories, Porto de Barra, Maine) foram incubados durante 1-2 horas em
temperatura ambiente. O IgM humano capturado foi desenvolvido com anti-
corpo policlonal IgM-HRP anti-humano de cabra (catalogo N° 2020-05, Sour-
then Biotech Association, Birmingham, Alabama) e substrato de HRP, se-
guindo-se o protocolo do fabricante. O IgM de ligagao foi visualizado por es-
pectrofotometria (405 nm de OD) em uma leitora de placa ELISA padrdo.
Como mostrado na Figura 17, a quantidade do IgM segregado dos PBMCs
de paciente de Iupus foi reduzida pelo tratamento com anticorpos anti-CS1
(Luc90H1) quando comparada com O controle de isotipo. Um anticorpo anti-
CD2 de controle positivo (GLO1) mostrou que anti-CS1 é ainda mais forte na
redugéo de produgdo de IgM do que 0 anticorpo anti-CD2.

Anticorpo Monoclonal Anti-CS1 Diminui Producgédo de IgG por
Células B do Sangue Periférico de Adultos Saudaveis e de Pacientes de
Doenga Auto-imune.

A producdo de IgG por células B do sangue periférico de adultos
saudaveis e pacientes de doenga auto-imune (lapus) foi analisada do mes-
mo modo como a produgédo de IgM. Como mostrado na Figura 18, a produ-
céo total por células mononucleares do sangue periférico de adulto sauda-
vel, 9 dias apds o tratamento com o anticorpo anti-CS1 (Luc90H.1) diminuiu
em cerca de 23% quando comparado com o controle de isétipo de 19G2b. A
produgao total de 1gG por células mononucleares do sangue periférico paci-
ente de lapus, 9 dias apos o tratamento com anticorpo anti-CS1 (Luc90H.1)

diminuiu em cerca de 56% quando comparado com o controle de isotipo de
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lgG2b. As Tabelas 3A e B resumem a inibicdo da produgéo de IgG por va-
rios anticorpos anti-CS1 gerados. Como mostrado na Tabela 3A, Luc90.H1
reduziu em cerca de 40% a producdo de 1gG por PBMCs ativado com lipo-
polissacarideo ou mitégeno de erva-dos-canceres. Luc34.1 reduziu em cera
de 38% a produgéo de 1gG por PBMCs ativado com mitégeno de erva-dos-
canceres. Como mostrado na Tabela 3B, Luc 90.H1 reduziu a produgéo de
IgG de PBMCs de um adulto saudavel e de uma linhagem de célula B ma-
dura {células IM9) em cerca de 48%. Luc 34.1 reduziu a produgéo de IgG de
PBMGCs do adulto saudavel em cerca de 53%. Luc 63.2 reduziu a produgéo
de IgG de PBMCs e células IM@ em cerca de 47%. A partir destas experién-
cias, & evidente que Luc 90H.1, Luc34.1, e Luc 63.2 séo os melhores anti-
corpos funcionais. A partir do mapeamento de epitopo, Luc90 e Luc63 tém
epitopos ndo sobrepostos.

Tabela 3A: Anti-CS-1 Diminui a Produgdo de IG por Células B Ativadas In
Vitro

Percentual Médio da Diminuicdo Comparado com o Controle de Is6tipo

PBMCs Ativados In Vitro ANTI-CS-1 % Médio da Diminui-
MAB cdo de HulgG+ SE
Lipopolissacarideo Luc 90.H1 41% + 8% (n=3)
Mitogeno de erva-dos-canceres Luc 90.H1 39% + 9% (n = 4)
Mitdgeno de erva-dos-canceres Luc 34.1 38% + 7% (n=4)

Tabela 3B: Sumario dos Ensaios de Produgéo de Ig com Grupo do Anticor-
po Anti-CS-1

PERCENTUAL MEDIO DA ALTERACAO EM IG_COMPARADO COM O
CONTROLE DE ISOTIPO ’

ANTI-CS1 | PMBC Do- | PMBC Do- IM9 % Médio da Alte-
Mab ador 55 ador 705 racdo em Ig

L.uc90H.1 -44% -56% -43% -48%
Luc37 +11% -43% -11% -14%
Luc23 -13% -4% +6% -4%
Luc63.2 -55% 51% - -36% -47%
Luc34.1 -64% -49% -45% -53%
Luc38.1 -22% -44% -21% -29%
Luc29D6 -43% -44% -25% -37%

347



10

15

20

25

130

Diminuigéo relativa na Produg&o de Ig:
Grupo A (>45% de dec): Luc 90, 63, 34,
GRUPO B (29-37% de DEC): LUC38, 29D6,
GRUPO C (4-14% de DEC): LUC 37, 23,

Os resultados experimentais indicaram que os anticorpos anti-
CS1 diminuem a produgdo de ambos IgG e IgM por células B de sangue
periférico in vitro.
Exemplo_10: Redugéio /n Vivo de IgG por Anticorpos Monoclonais de Cs1
em um modelo de camundongo SCID-HuUPBMC.
Modelo de Camundongo SCID-HUPBMC

As células mononucleares do sangue periférico humano

(PBMCs) foram isoladas por gradientes de densidade Ficoll-paque padréo

(Amersham Biosciences) e ressuspensas em solugao tamponada de fosfato
(PBS) em 2 X 107 de PBMCs/ ml. Os PBMCs ressuspensos (1 ml) foram
intraperitoneamente injetados (i.p.) em camundongos SCID C.B-17. Duas a
trés semanas apés a inje¢do, as amostras de soro foram tiradas de camun-
dongos e ensaiadas para 1gG humano por ELISA. Os camundongos enxer-
tados (produzindo >1 pg/ml de 19G humano no soro) foram aleatorizados
nos grupos tratamento e em seguida tratados com anticorpos monoclonais
CS-1 anti-humano de camundongo (Luc90.H1 ou Luc63.2.22), anticorpos de
controle de isétipo de camundongo (lgG2b ou IgG2a, respectivamente), ou
PBS. Os camundongos foram dosados com 200 ug de anticorpo em 500 p
PBS a cada 3-4 dias com 3 ou 4 doses do anticorpo. O soro de camundongo

foi analisado quanto a IgG humano por ELISA empregando os protocolos

‘padréo.

A alteragdo percentual no igG humano de soro foi calculada pa-
ra cada camundongo subtraindo-se a concentragdo de IgG humano antes
da primeira dose de anticorpo (dia 0) da concentragdo de IgG humano apos
a dose (dia x), dividindo pela concentragéo de IgG humano antes da primei-
ra dose (dia 0), e multiplicando por 100, por exemplo, [(dié x — dia 0)/ dia 0]
X 100. Os dados sdo mostrados como a alteragdo percentual média com o

erro padrdo para cada grupo camundongos. As concentragoes de IgG hu-
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mano sdo a concentragdo média com o erro padrao para cada grupo ca-
mundongo. O teste t da amostra Welch 2 foi empregado para comparar o
percentual da mudanga em IgG humano através dos grupos tratamento.

Anticorpos Anti-CS1 reduziram a producio de IgG humano in vivo

Os dados mostram que os anticorpos anti-CS1 da presente in-
vengdo reduzem a produgdo de imunoglobulina humana substancialmente
no modelo de transferéncia SCID-HUPBMC. Como mostrado na Figura 19A,
Luc90.H1 controlou o aumento na produgdo de IgG em PBS e controle de
isOtipo tdo antes quanto no Dia 4 (4 dias apds o tratamento com a primeira
dose do anticorpo). Esta redugdo continuou ao longo das 7 semanas (Dia
32) do periodo de teste. Por exemplo, no Dia 18, a produgéo de IgG humano
aumentou em 225% no controle de is6tipo de IgG2b, em 181% no controle
de PBS, ao mesmo tempo em que a produgdo de IgG humano diminuiu em
14% com tratamento de Luc90H.1. Luc90H.1 n&o s6 aboliu o aumento de
181-225% na produgdo de IgG humano nos grupos controle, porém também
resultou em uma diminuigdo de 14% adicional na produgdo de IgG. No Dia
25, Luc90H.1 ndo somente aboliu as 3 vezes de aumento na produgéo de
IgG humano nos grupos controle porém também determinou uma diminui¢éo
de 24% adicional na produgéo de IgG humano.

Luc 63.2 também efetivamente reduziu a produgdo de IgG in
vivo. Como mostrado na Figura 19B, Luc63.2 aboliu os 37 - 46% de aumen-
to na produgdo de IgG humano nos grupos controle (controle de isotipo de
PBS e IgG2a) e deu origem a uma diminui¢do de 59% adicional na produ-
gdo de IgG. Neste mesmo estudo, Luc90.H1 foi comparado com Luc83.2 e
Luc90.H1 aboliu 0 aumento de 37-114% nos grupos controle (controle de
isétipo 1gG2b e PBS) e determinou uma diminui¢dio de 14% adicional na
produgdo de IgG por camundongos enxertados com células mononucleares
de sangue periférico humano (PBMCs).

Figura 19C ainda resume a redugéo na produgdo de Ig por tra-
tamento com Luc90 e Luc63 no modelo SCIDHUPBMC. Ao mesmo tempo
em que abolindo o aumento de producdo de IgG em camundongos tratados

com controles de PBS e is6tipo, Luc90 causou uma diminuigéo adicional na
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produgéo de IgG em 14%, 22%, 24%, € 39%, e LucB3 teve uma diminui¢éo
adicional em 40% e 59%. Desse modo, ndés podemos concluir que o trata-
mento com anti-Luc de camundongos SCID enxertados com PBMCs huma-
no (SCID-HUPBMC) n&o s6 completamente abole o aumento na imunoglo-
bulina humana normalmente observado no soro destes animais, porém tam-
bém determina uma diminuigdo adicional comparada com os niveis de pré-
tratamento.

Exemplo 11: Atividades de ADCC de Anticorpos Anti-CS1

Preparacio de Células Efetoras:

As células mononucleares humanas do sangue periférico
(PBMCs) (células efetoras) foram isoladas do sangue total empregando gra-
dientes de densidade padrao Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). As cé-
lulas foram lavadas e ressuspensas em meio de RPMI suplementado com
1% de albumina de soro bovino (BSA).

Preparacéo de células alvo:

As células transfectantes estaveis expressando CS-1 de superfi-
cie de célula (células alvo) foram lavadas e ressuspensas em meio RPMI
suplementado com 1% de BSA. As células foram semeadas em 100.000
células/ cavidade em 50 pl de volume total. Os anticorpos monoclonais CS-1
anti-humano de camundongo (Luc90.H1 ou Luc63.2.22) ou anticorpos de
controle de isétipo (IgG2b ou 1gG2a de camundongo, respectivamente) fo-
ram adicionados em varias concentragdes as células alvo em um volume
final de 100 ul, e incubados durante 30 minutos em temperatura ambiente.

Ap6s a incubagéo, 100 pl de PBMCs efetores foram adicionados
as células alvo em uma relagdo de 20:1 em 200 pl de volume final. As célu-
las alvo e efetoras foram incubadas a 37°C durante 5 horas ou durante a
noite. As células foram centrifugadas em 350 X g durante 5 minutos, e 100
plf cavidade de sobrenadante foram coletados e transferidos para dentro de
uma placa de microtitulo de base plana de 96 cavidades opticamente limpa.

Ensaio de Lactato Desidrogenase:

Para determinar a atividade de lactato desidrogenase de (LDH)
contida nos sobrenadantes, 100 ul de mistura de reagéo do Kit de Detecgéo
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de Citotoxidade (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) foram adicionados
a cada cavidade, e as amostras foram incubadas durante até 30 minutos a
15-25°C. Durante este perfodo de incubago, a placa de microtitulo foi pro-
tegida da luz. A absorvéncia das amostras foi medida em 490 nm empre-
gando uma leitora de ELISA.

Para determinar o percentual de citotoxicidade mediada pela
célula, a absorvéncia média das amostras foi calculada e os controles ante-
riores foram subtraidos empregando a seguinte equagao:

Citotoxicidade (%) = liberagio de LDHamostra = SRefetor — SRaivo X 100
MRaivo - SRaivo

SR: Liberagdo Esponténea
MR: Liberagdo Maxima

Os controles experimentais tiveram liberagdo espontanea das
células alvo somente ou das células efetoras somente. As células alvo foram
ensaiadas em 2% de solug&o Triton-X 100 (1:1).:

Anticorpos Anti-CS1 Induzem a Citotoxicidade Derivada do Anti-
corpo (ADCC)

A experiéncia mostrou que os anticorpos anti-CS1 Luc63.2 e
Luc90 induziram a citotoxicidade derivada de anticorpo (ADCC) de células
expressando CS1 na presenga de PBMCs (as células efetoras). Como mos-
trado na Figura 20, Luc90 induz a citotoxicidade de uma maneira dependen-
te da dosagem. Uma quantidade de 50 pg/mi de Luc90 induziu quase 50%
de citotoxicidade das células alvo. Luc63.2 geralmente induz 60-80% de ci-
totoxicidade das células alvo com uma faixa de dose de 10-50 ug/ml. Resul-
tados similares foram obtidos de experiéncias conduzidas com dois doado-
res adicionais.
Exemplo 12: Atividade de ADCC com Anticorpos de CS1 de Fucose Baixa
Clonagem dos cDNAs de Regido Varidvel de Luc90

As regies variaveis de camundongo (seqiiéncia 1D N° 3 e N° 4)
foram clonadas da linhagem celular de hibridoma Luc90 pelos métodos pa-
drdo. Resumidamente, o RNA total foi extraido e o fitamento duplo de cDNA
foi sintetizado empregando o Kit de Amplificagédo de cONA SMART 5'-RACE

951



10

15

20

25

30

134

(BD Biosciences Clontech, Palo Alto, CA) seguindo o protocolo do fornece-
dor. Os fragmentos de PCR dos cDNAs de regiéo variavel foram clonados
no vetor pCR4BIunt-TOPO (invitrogen Corporation, Carlsbad, CA) para de-
terminagdo da sequéncia. Varios clones de plasmideo foram sequienciados
para cada das cadeias pesadas e leves. As seqliéncias Unicas homdlogas
as regides variaveis tipicas de cadeia pesada e leve de camundongo foram
identificadas.

Construcio de Vetores de Expressdo de VL e VH de Luc90 Quimérico

Um gene codificando cada de VL e VH de Luc90 foi projetado

como um miniéxon inciuindo um peptideo de sinal, um sinal de doador de

unido, seqiiéncia de iniciacdo Kozak e sitios de enzima de restrigao apropri-
ados para clonagem subseqiiente em um vetor de expressao de mamifero.
Os iniciadores foram projetados para conter os sitios de restrigbes apropria-
dos e complementaridade para PCR dos vetores TOPO contendo os genes
ou VH ou VL. Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados pelo
Kit de purificagdo por PCR Qiaquick (Qiagen) e digeridos com Miul e Xbal. O
gene VH de Luc90 foi subclonado em pHuHCg1.D (tipo selvagem) ou
pHUHCg1.D.AA (mutante BS) para criar os plasmideos pChiHUHCg1.D-
MuLuc90VH e pChiHuHCg1.D.AA-MuLuc90VH, respectivamente. O mutante
BS contém duas alteragdes de aminodcido (L234A/L235A) na regido de
CH2 de IgG1, tal que a ligagéo aos receptores de Fc seja abolida (Xu e ou-
tros, (2000) Cell immunol. 200:16-26). O gene VL de Luv090 foi subclonado
em pVK para criar o plasmideo pChiVk-MuLuc90VL. Os vetores de expres-
sdo de plasmideo Unico foram criados tal que os genes de cadeia pesada e
leve possam ser expressos de um unico plasmideo. Os vetores de cadeia
pesada foram digeridos com EcoRI para remover a regiao de cadeia pesada
total e subclonados em uma visdo de EcoRI Gnica no vetor de cadeia leve. A
cadeia pesada de mutante BS foi combinada com fragmento de vetor p-
ChiVk-MuLuc90VL para criar o plasmideo pChiLuc90-BSK ao mesmo tempo
em que a cadeia pesada tipo selvagem foi subclonada no vetor pChiVk-
MuLuc90VL para criar o plasmideo pChiLuc90-g1K.

Expressédo de Luc90 Quimerico
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Os anticorpos BS e tipo selvagem 1gG1 /k de Luc90 quiméricos
foram produzidos por transfecgéo estavel de células Sp2/0 com os vetores
pChiLuc90-g1K e pChiLuc90-BSK, respectivamente. Um anticorpo de fucose
baixa foi produzido por transfecgéo estavel de células YB2/0 com o vetor
pChiLuc90-g1K. Os clones positivos foram selecionados com meios de &ci-
do micofendlico e avaliados por ELISA. O clone tipo selvagem AH4, clone
de fucose baixa e HG12 mutante de BS 5E4 foram selecionados para ex-
pressdo elevada, adaptados para meios livres de soro de Hibridoma Gibco
com 2% de Soro Bovino Fetal de Ig baixo. Dois litros culturas foram desen-
volvidos em garrafas cilindricas para purificagéo. Os anticorpos foram purifi-
cados por cromatografia de coluna por afinidade de proteina G padréo.

Figuras 21A-C descrevem os dados sobre o efeito de anticorpos
de fucose baixa em ensaios de citotoxicidade.

As células expressando CS1 (linhagem celular de mieloma mul-
tiplo humano e transfectante estavel) foram tratadas com anticorpos quimé-
ricos de Luc90 anti-CS1 (ambos tipo selvagem e anticorpos modificados
com niveis diminuidos de fucose). Os anticorpos quiméricos de Luc90 anti-
CS1 estimulam citotoxicidade celular dependente do anticorpo de células
expressando CS1. (Figura 21A mostra a citotoxicidade de uma linhagem
celular estavel expressando CS1 humano; Figura 21B e 21C descrevem a
citotoxicidade de duas linhagens celulares de mieloma humano), OPM2 (Fi-
gura 21 B) e L363 (Figura 21C). Em cada caso, a citotoxicidade & significan-
temente realgada por anticorpos que tém baixos niveis de fucose (através
do desenvolvimento em células YB2/0 como detalhado acima).

Exemplo 13: Tratamento de Mieloma com Anticorpos Anti-CS1

O tratamento com anticorpo anti-CS1 in vivo foi realizado em um
modelo de tumor de camundongo com mieloma injetando-se o anticorpo
intraperitonealmente no individuo de teste. Como mostrado na Figura 22,0
tratamento com anticorpo anti-CS1 (Luc63 e Luc90) diminui o tamanho do
tumor comparado com os animais tratados com controle de isétipo. Neste

estudo, 1 X 107 células de mieloma (linhagem celular de mieloma L363) for-

ma injetados intraperitonealmente em camundongos SCID CB.17. Duas se-
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manas depois, quando tamanho de tumor alcangou aproximadamente 80
mm3, os camundongos foram aleatorizados em 4 grupos com 8 camundon-
gos por grupo. Os camundongos foram tratados com anticorpos anti-CS1
(Luc63 ou Luc90) ou anticorpos de controle de is6tipo (IgG2a de camundon-
go ou 1gG2b de camundongo). Os camundongos foram dosados com 200 ug
de anticorpo/ camundongo para 8 doses em 3 doses por semana. Os resul-
tados mostram que os camundongos tratados com os anticorpos anti-CS1
reduziram significantemente os volumes do tumor comparado com 0s ca-
mundongos tratados com anticorpo de controle de is6tipo. Pelo dia 25 do
estudo (depois de 5 doses), camundongos tratados com Luc63 mostram
tamanho de tumor médio de aproximadamente 100 mm® comparado com
camundongos tratados com anticorpo de controle de is6tipo 1gG2a (tamanho
de tumor médio de aproximadamente 800 mm?®). Os camundongos tratados
com Luc90 mostram tamanho de tumor médio de aproximadamente 400
mm® comparados com camundongos tratados com anticorpo de controle de
isétipo 1gG2b (que tém tamanho de tumor médio de aproximadamente 950
mm®). Os camundongos tratados com Luc83 anti-CS1 nao tiveram nenhum
tumor mensuravel até 2,5 semanas apés o tratamento, mostrando a eficacia
impressionante do anticorpo na eliminagéo das células tumorigénicas.

Os sistemas modelo adicionais para mieloma incluem camun-
dongos SCID implantados intravenosamente (i.v.), intraperitonealmente (i.p.)
ou diretamente injetado no osso (ortotopicamente) com mieloma fluorescen-
temente rotulado ou ndo-rotulado ou linhagem de célula B madura, por e-
xemplo, ARH77, CESS, IM9, L363, LP1 e OPM2. Estas linhagens serao
empregadas para testar os efeitos do tratamento com antagonista em siste-
mas modelo de animais com mieloma. Estas linhagens celulares expressam
o antigeno reconhecido por anticorpos de CS1anti-humano. Os animais séo
aleatorizados em grupos e submetidos a um regime de tratamento com anti-
corpos de CS1 anti-humano ou anticorpos de controle (por exemplo, anti-
corpos de controle de isétipo). Os anticorpos s&o administrados em varios
niveis de dosagem, por exemplo, uma dose de 1-10 mg/kg para um total de

9-10 doses dada intraperitonealmente a cada 3—4 dias. O tamanho do tumor
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¢ medido duas vezes semanalmente durahte 35-40 dias para cada grupo
tratamento. As manifestacdes clinicas de mieloma séo observadas. As datas
da morte sdo registradas para cada camundongo.

Os estudos com animais também serdo iniciados para determi-
nar a sinergia potencial entre o tratamento com anticorpo anti-CS1 e quimio-
terapia. Os tumores de xenoenxerto sdo permitidos crescer até que eles al-
cancem um tamanho aproximado dentre 50-100 mm?®, e para camundongos
injetados intravenosamente, intraperitonealmente ou ortotopicamente, as
células de cancer sdo permitidas enxertar em animais. Neste momento, os
animais sdo aleatorizados em grupos e submetidos a um regime de trata-
mento com anticorpos de CS1 anti-humano ou anticorpos de controle (por
exemplo, anticorpos de controle de is6tipo). Alternativamente, os animais
podem ser submetidos a tratamento com anticorpos de CS1 anti-humano ou
anticorpos de controle (por exemplo, anticorpos de controle de isotipo) em
combinagdo com agentes de quimioterapia padrdo, incluindo combinagdes
de tratamento com prednisona e melfalan ou outros agentes de alquilagéo
(por exemplo, ciclofosfamida ou or clorambucil), ou vincristina, doxorrubicina
e dexametasona de dose elevada (VAD), ou outros regimes de quimiotera-
pia conhecidos por aqueles de experiéncia na técnica. Os anticorpos s&o
administrados em varios niveis de dosagem, por exemplo uma dose de 1-10
mg/kg para um total de 9-10 doses dada intraperitonealmente a cada 3-4
dias.

Quimioterapia é adminsitrada intraperitonealmente a cada 3-4
dias em uma concentragdo eficaz, por exemplo, 1 mg/kg ou outra dose efi-
caz que é conhecida por aqueles versados na técnica.

O tamanho do tumor (para s.c. animais injetados) € medido duas
vezes semanalmente por 35 a 40 dias para cada grupo de tratamento. Mani-
fetagbes clinicas de mieloma sdo notadas, incluindo de imunoglobulina de
sorb em camundongos com linhagens de células que secreta imunoglobuli-
na humana (IM9, CESS, ARH-77 e LP-1). Datas de morte s&o registrados
para cada camundongo. A eficacia de tratamento com anticorpo na 'presen-

ca e auséncia de quimioterapia é avaliada.
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Entende-se que exemplos descritos acima de alguma forma ser-
vem para limitar o verddeiro escopo desta invengéo, mas sim sdo apresen-
tados para propositos ilustrativos. Todas as publicagdes, sequéncias de nu-
meros de acesso e pedidos de patentes citados no relatério descritivo s&o
aqui incorporados por referéncia como se cada publicagéo individual, nime-
ro de acesso, ou pedido de patente foi especificado € individualmente indi-

cado para ser incorporado por referéncia.
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TABELA 2

SEQ ID NO:1
PDL primekey:433671
Acesso ao acido nucléico N°: NM_021181
G1:19923571|ref[NM_021181.3] Homo sapiens SLAM family member 7 (S-
LAMF7), mRNA

1
61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721

841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
© 2341
2401

cttccagaga
cagctcacag
gccgtgactt
aacacaacce
cgtaataggg
aagaagaatg
tccacccagyg
ggtctgcaga
ggggaagagyg
aatgggtcca
gttgccagga
gaaggtgctyg
ctecctgetca
gaagagtaca
cceccattctg
aaggaagatc
ccccacktcac
tagacagcag
aaaacaatca
gactttttte
atccactget
gattgtgaat
atgcaaggtc
ctggagtttc
aggagggcaa
aaatggatgt
aattggtcag
atgagcagtt
acttgaaggt
actataatgg
atttatgcac
ccaataaaga
ggcagtgaga
aattcattca
taatcccage
cagcctggece
ggtggtgtge
ctgggaggty
agagcaaaac
aagatgaaca
gggaagggga

gcaatatggce
ggtcagcagc
tcececcetgaa
ctcttgtcac
agagagtaga
actcagggat
agtacgtget
gcaataagaa
atgtgattta
tcecteccecat
accctgtcag
ctgatgacce
gtctetttgt
ttgaagagaa
gagagaacac
cagcaaatac
tgctcacgat
tgcactccee
gaagaattca
caggataaat
gagaaatctc
gtcagcaaac
acacatatta
attccatcce
gaagaccaaa
attaattggc
acgtgctgte
gtagcaggce
caaagttcac
agacacagaa
ttgtgctgea
gaccgagtct
ctggtggggce
atagatattt
actttgggag
aacatggtga
acctgtaatc
gaggttgcag
tccaatacaa
tccctaccaa

aaggggaatg
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Seqliéncia de DNA

tggttcceca
ctctggacce
gtccaaagta
catacagcca
ctteccagat
ctactatgtg
gcatgtctac
tggcacctgt
tacctggaaqg
ctcctggaga
cagaaacttc
agattcctcee
actggggcta
gaagagagtg
agagtacgac
ggtttactcc
gccagacaca
taagtctctg
ctgatttgac
tatctctgat
ctcaaaccca
cataaazaaa
atgacagcct
agggettgga
acagacagac
tctataaact
tgccctcatg
tgaccacaga
aaagatgaag
gtgtgcatgg
aaagaaaagt
gaagtcacat
acggggggca
attaagaacc
gccaaggtgyg
aaccccatct
ccagctactce
tgagctgaga
acaaacaaac
cacagagctc
gctgettttyg

acatgcctca
gtgaaagagc
aagcaagttyg
gaagggggeca
ggaggctact
gggatataca
gagcacctgt
gtgaccaatc
gccctggggc
tggggagaaa
tcaagceecca
atggtcctce
tttetttggt
gacatttgtc
acaatccecte
actgtggaaa
ccaaggctat
ctcaaaaaaa
tagaaacatc
gcttctttag
gaaggtttaa
gtgcttagaa
gttgtattaa
tgtaaggatt
aagtccagca
atgtgcecag
aaattggcte
ttcccagagg
aatcagggta
cccaaggaca
ctaggtttta
tgtaaatcta
gtgggtactt
tatgcggccece
gtgggtcate
ctactaaaga
gagaggccaa
tggcaccact
aaacacctgt
accatctctt
atatgttccce

ccctcatcta
tggtcggtte
actctattgt
ctatcatagt
cecctgaagcet
gctcatcact
caaagcctaa
tgacatgctg
aagcagccaa
gtgatatgac
tccttgecag
tgtgtctect
ttctgaagag
gggaaactcc
acactaatag
taccgaaaaa
ttgcectatga
aaacaattct
aaggaagaat
atttaagagt
tcacttcatc
gtattcctat
tgatggctec
ataccaagag
gaagcagatg
cactatgcetyg
caaatgaatg
gccaggtgtg
gctgaccatg
aggacctcca
aggctgtgcee
gtgtaggaga
gtaaaccttt
ggcatggtgy
tgaggtcagg
tacaaaaatt
ggcatgagaa
gcactcegge
gctaggtcag
atacttaagt
tgacacatat

tatcctttgg
cgttggtygg
ctggaccttc
gacccaaaat
cagcaaactg
ccagcagece
agtcaccatg
catggaacat
tgagtcccat
cttcatctge
gaagctctgt
gttggtgcec
agagagacaa
taacatatgc
aacaatccta
gatggaaaat
gaatgttatc
cggcccaaag
gaagaacgtt
tcataattce
ccaaaaatgg
agaaatgtaa
aggtcagtgt
tcttgetace
cacctgacaa
agcttacact
aactactttc
gatccacagg
tttggcagat
gccaggette
agaacccatc
cttggagtca
aaagatggtt
ctcacacctg
agttcaagac
tgectgagegt
tcgettgaac
ctaggcaacg
tctggecacgt
gaaaaacatg
cttgaatgga
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2461
2521
2581
2641

gacctcecta
gaatgggatt
ctctecectac
agatattgtg

SEQ ID NO:2
Seqiiéncia de Aminoécido — CS1
G1:19923571[ref]NM_021181.3| Homo sapiens SLAM family member 7 (S-
LAMF7)
MAGSPTCLTLIYILWQOLTGSAASGPVKELVGSVGGAVTEFPLKSKVKQVDSIVWTENTTPLVT

ccaagtgatg
gaggattatc
tgcaaaaccc
agattcaaaa

140

azagtgttga
ttctctcaga
tattgtagta
aaaaaaaaaa

aaaacttaat aacaaatgct tgttgggcaa
aaggcattgt gaaggaattyg agccagatcet
aaaaagtctt ctttactatc ttaataaaac
aa

IQPEGGTIIVTONRNRERVDFPDGGYSLKLSKLKKNDSGIYYVGIYSSSLOQPSTQEYVLHV

YEHLSKPKVTMGLQSNKNGTCVINLTCCMEHGEEDVIYTWKALGOAANESHNGSILPISWRW

GESDMTFICVARNPVSRNFSSPILARKLCEGAADDPDSSMVLLCLLLVPLLLSLEVLGLELW

FLKRERQEEYIEEKKRVDICRETPNICPHSGENTEYDTIPHTNRTILKEDPANTVYSTVEIP

KKMENPHSLLTMPDTPRLFAYENVI
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Tabela 4: Seqiiéncia de Bminodcido de antibidticos CS1

Luc~90 VH - SEQ ID NO:3

QVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKASGYSTTTYWMNWVKQRPGOGLEWIGMIHPSDSETRLNQ
SEQ ID NO:9 SEQ ID NO:10
KFKDKATLTVDKSSSTAYMQLSSPTSEDSAVYYCARSTMIATRAMPYWGQGTSVTVSS
SEQ ID NO:11

Luc-90 VL - SEQ ID NO:4

DIVMTQSQKSMSTSVGDRVSITCKASQDVITGVAWYQQOKPGQSPKLLIYSASYRYTGVPDRE
SEQ ID NO:12 SEQ ID NO:13
TGSGSGTDETFTISNVQAEDLAVYYCQOHYSTPLTFGAGTKLELK
SEQ ID NO:14

Luc-63 VH - SEQ ID NO:5

EVKLLESGGGLVQEGGSLKLSCAASGFDFSEXEM§WVRQAPGKGLEWIGEINPDSSTINYTP
SEQ ID NO:15 SEQ ID NO:16
SLKDKFIISRDNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYCARPDGNYWYFDVWGAGTTVIVSS
SEQ ID NO:17

Luc~63 VL - SEQ ID NO:6

DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVGIAVAWYQOKPGOSPKLLIYWASTRHTGVPDRE
SEQ ID NO:18 SEQ ID NO:19
TGSGSGTDETLTISNVQSEDLADYFCQQYSSYPYTFGGGTKLEIK
SEQ ID NO:20

Luc-34 VH - SEQ ID NO:7

QVQLOQSGAELARPGASVKLSCKASGYTFTS YWMOWVKQRPGQGLEWIGATYPGDGDTRYTQ
SEQ ID NO:21 SEQ ID NO:22
KEEQKATLTADKSSSTAYMQLSSLASEDSAVYYCARGKVYYGSNPFAYWGQGTLVTVSA
SEQ ID NO:23

Luc-34 VL - SEQ ID NO:8

DIQMTQSSSYLSVSLGGRVTITCKASDE INNWLAWYQOK PGNAPRLLISGAT SLETGVESRE
SEQ ID NO:24 SEQ ID NO:25
SGSGSGKDYTLSITSLQTEDVATYYCQOYWSTPWTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO:26
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Tabela 5: Sitio de glicosilag8o putativo de Regido variavel de cadeia pesada
anti-CS1l Luch3

Luc-63 VH (SEQ ID NO:27)

MDFGLIFFIVALLKGVQCEVKLLESGGGLVOPGGSLKLSCAASGFDFSRYWMSWVRQAPGKG

SEQ ID NO:29 SEQ ID NO:30

LEWIGEINPDSSTINYTPSLKDKFIISRDNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYCARPDGNYWYF

SEQ ID NO:31 SEQ ID NO:32

DVWGAGTTVTVSS

NYA (SEQ ID NO:33)

Luc=63 VL (SEQ ID NO:29)

METHSQVEVYMLLWLSGVEGDIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVGIAV

SEQ ID NO:34 SEQ ID NO:35

EWYQQKPGQSPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLADYF
SEQ ID NO:36

COQYSSYPYTFGGGTKLEIK

SEQ ID W0:37

J6o
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Tabela 6:

(SEQ ID NO: 37),
humano (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 42),

(SEQ ID NO: 44).

MuLuc-63 VH

c¢DNA VH Humano

Huluc-63 VH

MulLuc-63 VH

HumanVH cDNA

HuLuc-63 VH

MuLuc-63 VH

Human JH1 cDNA

HuLuc-63 VH

Muluc-63 VH

Human JH1 cDNA

HuLuc-63 VH

MuLuc-63 VL

HumanVL cDNA

HuLuc-63 VL

MuLuc-63 VL

HumanVL cDNA

HuLuc-63 VL

MulLuc-63 VL

HumanVL cDNA

HuLuc-63 VL

MuLuc-63 VL

HumanVL cDNA

HuLuc-63 VL

Luc63

144

(NYA) Humanizac8o - Alinhamento das regides VH de MulLucé3

cDNA de regisc varidvel humana (SEQ ID NO: 30), c¢DNA JHI

40), e huLuc 63 (SEQ ID NO: 41), e regides VL de MuLucé3

cDNA de regifo varidvel humana (SEQ ID NO: 43) e hulucé3

CDR2 de HuLuc63 VH & SEQ ID NO:95

EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFS RYWMS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGEFTES

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDFS RYWMS

WVRQAPGKGLEWIG EINPDSSTINYTPSLKD

WVRQAPGKGLEWVA

WVRQAPGKGLEWIG EINPDSSTINYAPSLKD

KFIISRDNAKNTLYLOMSKVRSEDTALYYCAR
REFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

KFIISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

PDGNYWYFDV WGAGTTVTIVSS

PDGNYWYFDV WGQGTLVTVSS

DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITC KASQDVGIAVA
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC KASQDVGIAVA

WYQOKPGQSPKLLIY WASTRHT
WYQQKPGKVPKLLIY

WYQOKPGKVPKLLIY WASTRHT

GVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLADYFC
GVPSRFPSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC

GVPQRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYC

QQYSSYPYT FGGGTKLEIK
FGQGTKVEIK

QOYSSYPYT FGQGTKVEIK
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Tabela 7: Alinhamento das regides de Muluc63 (SEQ ID NO: 45), E55 3-14 (SEQ

ID NO: 46), HuLuc6é3 (SEQ ID NO: 47).

1 2 3 4
0 0 0 0
MuLucé3 EVKLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFDFSRYWHMSWVROAPG
E55 3-14 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGETFS ~~——- WVRQAPG
HuLuc63 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFDESRYWMSWVROAPG
5 6 7 8
0 a 0 0 0 a
MuLuc-63 KGLEWIGE INPDSSTINYTPSLKDKFIISRDNAKNTLYLOMS
ES55 3-14 KGLEWVA-—————————==em——m RETISRDNAKNSLYLQMN
HuLuc-63 KGLEWIGEINPDSSTINYAPSLKDKFIISRDNAKNSLYLOMN
1 1
9 0 1
be 0 0ab 0
MuLuc-63 KVRSEDTALYYCARPDGNYWYFDVHGAGTTVTVSS
ES5 3-14/JHL  SLRAEDTAVYYCAR-———==-=-—=- WGQGTLVTVSS

HuLuc-63 SLRAEDTAVYYCARPDGNYWYFDVWGQGTLVTVSS

Fo2
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Tabela 8: Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos anticorpo da regido VL

de MuLuc63 (SEQ ID NO:48), III-2R (SEQ ID NO:49) e HuLuc63 (SEQ ID NO: 50).

1 2 3 4
0 0 0 0
MuLuc63 DIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVGIAVAWYQQKPGQ
IXII-2R DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC-—————————— WYQQKPGK
HuLucé3 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVGIAVAWYQQKPGK
5 6 7 8
Q 0 0 0
MULUCE3 SPKLLIYWASTRHTGVPDRFTGSGSGTDFTLTISNVQSEDLA
ITII-2R VPKLLIY-—————- GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDVA
HuLucé3 VPKLLIYWASTRHTGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVA
' 9 0
Q 0
MULUC63 DYFCQQYSSYPYTFGGGTKLEIK
IIXI-2R TYYC———mmmm e FGQGTKVEIK

HuLucé3 TYYCQQYSSYPYTFGQGTKVEIK
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Tabela 9: Oligonucleotideos usados para a sintese do HuLucé3 VH e VL gene
HuLuc63 VH Gene

Oligonucleotideo 1 (SEQ ID NO:53)

57 “TTTACGCGTCCACCATGGATTTTGGGCTGATTT-3"
Oligonucleotideo 2 {SEQ ID NO:54)

57 ~TTTTTATTGTTGCTCTTTTAAAAGGGGTCCAGTGTGAGGT -3
Oligonucleotideo 3 (SEQ ID NO:55)

57 -GCAGCTTGTCGAGT CTGGAGGTGGCCTGGTGCAGCCTGGA- 3"
Oligonucleotideo 4 (SEQ ID NO:56)

5 ~GGATCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCAGGATTCGATT-3"
Oligonucleotideo 5

5¢ ~TTAGTAGATATTGGATGAGTTGGGTCCGGCAGGCTCCAGG-3
Oligonucleotideo 6

57 —GAAAGGGCTAGAATGGATTGGAGARATTAATCCAGATAGC-3"
Oligonuclectideo 7

57/ ~AGTACGATAAACTATGCTCCATCTCTAAAGGATAAATTCA-3'
Oligonucleotideo 8

5’ -TCATCTCCAGAGACAACGCCARAAATAGCCTGTACCTGCA-3
Oligonucleotideo 9

57 -AATGAACAGCCTCAGAGCTGAGGACACAGCCGTTTATTAC-3"
Oligonucleotideo 10

57 ~TGTGCAAGACCGGACGGAAACTACTGGTACTTCGATGTCT-37
Oligonucleotideo 11

5 ~GGGGCCAGGGGACCCTCGTCACCGTCTCCTCAGGTARGAAR-3"
Oligonucleotideo 12

5f —TTTTCTAGAGGCCATTCTTACCTGAGGAGACGGT-3'
Oligonucleotideo 13

5 ~GACGAGGGTCCCCTGGCCCCAGACATCGAAGTACCAGTAG -37
Oligonucleotideo 14

5’ —TTTCCGTCCGGTCTTGCACAGTAATAAACGGCTGTGTCCT~3"
Oligonucleotideo 15

57 —-CAGCTCTGAGGCTGTTCATTTGCAGGTACAGGCTATTTTT-3"

ol
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Oligonucleotideo 16

5/ _GGCGTTGTCTCTGGAGATGATGAATTTATCCTTTAGAGAT -3
Oligonucleotideo 17

5’ ~GGAGCATAGTTTATCGTACTGCTATCTGGATTAATTTCTC-3"
Oligonucleotideo 18

57 ~CAATCCATTCTAGCCCTTTCCCTGGAGCCTGCCGGACCCA-3!
Oligonucleotideo 19

5’ ~ACTCATCCAATATCTACTAAAATCGAATCCTGAGGCTGCA-3'
Oligonucleotidec 20

57 ~CAGGAGAGTCTCAGGGATCCTCCAGGCTGCACCAGGCCAC-3"
Oligonucleotideo 21

57 «CTCCAGACTCGACAAGCTGCACCTCACACTGGACCCCTTT -3
Oligonucleotideo 22

5! ~TABRAAGAGCAACAATAAAAAAAATCAGCCCAARATCCATG-3
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Hulucé3 VL Gene

Oligonucleotideo A

57 ~TTTACGCGTCCACCATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGTATA- 31
Oligonucleotideo B

57 -CATGTTGCTGTGGTTGTCT GGTGTTGAAGCAGACATTCAG-3"
Oligonucleotideo C

57 -ATGACCCAGTCTCCTTCATCACTTTCCGCATCAGTAGGAG-3"
Oligonucleotideo D

57 ~ACAGAGTCACTATCACCTGCAAGGCCAGTCAGGATGTGGG-3"
Oligonucleotideo E

5¢ -TATTGCTGTAGCCTGGTATCAACAGAARACCAGGGAAAGTA-3'
Oligonucleotideo F

5f ~CCTRAACTATTGATTTACTGGGCATCCACCCGGCACACTG-3"
Oligonucleotideo G

5/ —GAGTCCCTGATCGATTCTCAGGCAGTGGATCTGGGACAGA-3"
Oligonucleotideo H

5/ ~TTTCACTCTCACCATTAGCTCACTACAGCCTGAAGACGTG-3"
Oligonucleotideo I

5’ ~GCAACTTATTACTGTCAGCARATATAGCAGCTATCCATACA-3"
Oligonucleotideo J

5’ ~-CGTTCGGACAGGGGACCAAGGTGGAAAT CAAACGTAAGTG~3"
Oligonucleotideo K

5f =TTTTCTAGATTAGGAAAGTGCACTTACGTTTGATTTCCAC-3"
Oligonucleotideo L

57 ~CTTGGTCCCCTGTCCGAACGTGTATGGATAGCTGCTATAT-3/
Oligonucleotidec M

5’ ~TGCTGACAGTAATAAGTTGCCACGTCTTCAGGCTGTAGTG~3"
Oligonucleotideo N

5’ ~AGCTAATGGTGAGAGTGAAATCTGTCCCAGATCCACTGCC-3"
Oligonucleotideo O

5' ~-TGAGAATCGATCAGGGACTCCAGTGTGCCGGGTGGATGCC-37

Oligonucleotideo P

5213
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57 ~CAGTAAATCAATAGTTTAGGTACTTTCCCTGGTTTCTGTT-3'
Oligonucleotideo Q
57 -GATACCAGGCTACAGCAATACCCACATCCTGACTGGCCTT-3/
Oligonucleotideo R
5’ -GCAGGTGATAGTGACTCTGTCTCCTACTGATGCGGAARGT~3"
Oligonucleotideo S
57 ~-GATGAAGGAGACTGGGTCATCTGAATGTCTCCTTCAACAC-3’
Oligonucleotideo T

5’ -CAGACAACCACAGCAACATGTATACARAGACCTGAGAATG-3'
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligacéo de anti-
geno, caracterizado pelo fato de que se liga a uma proteina codificada pela
SEQ ID NO:1 e compreende uma regido variavel de cadeia pesada compre-
endendo CDRs de cadeia pesada de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 95 e SEQ
ID NO: 17 e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo CDRs de
cadeia leve de SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 e SEQ ID NO: 20.

2. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligagdo de anti-
geno, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a re-
gido variavel de cadeia pesada compreende SEQ ID NO:47.

3. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligagéo de anti-
geno, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que a
regiao variavel de cadeia leve compreende SEQ ID NO:50.

4. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligagdo de anti-
geno, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 3, caracterizado
pelo fato de que € um anticorpo monoclonal.

5. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligagdo de anti-
geno, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado
pelo fato de que € um anticorpo humanizado.

6. Anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligagdo de anti-
geno, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 5, caracterizado
pelo fato de que é um IgGa.

7. Composto conjugado, caracterizado pelo fato de que compre-
ende um anticorpo ou um fragmento de ligacdo de antigeno, como definido
em qualquer uma das reivindicages 1 a 6, ligado a uma porcao efetora e/ou
um rétulo detectavel.

8. Composto conjugado, de acordo com a reivindicagéo 7, carac-
terizado pelo fato de que o anticorpo ou o fragmento de ligacédo de antigeno
esta conjugado a um rétulo detectavel.

9. Composto conjugado, de acordo com a reivindicagéo 8, carac-
terizado pelo fato de que o rétulo detectavel € um composto radioativo, um

composto fluorescente, uma enzima, um substrato, um rétulos de epitopo ou
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uma toxina.

10. Composto conjugado, de acordo com a reivindicagdo 8, ca-
racterizado pelo fato de que o rétulo detectavel € um agente citotoxico.

11. Composto conjugado, de acordo com a reivindicagdo 7, ca-

5 racterizado pelo fato de que a porcéo efetora € uma por¢cdo de deteccao,
porcdo ativavel, um agente quimioterapéutico, uma lipase, um antibiético,
uma porgao quimioatrativa, um modulador imune ou um radioisétopo.

12. Composigcdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o anticorpo anti-CS1 isolado ou fragmento de ligacéo de anti-

10  geno, como definido em qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 6, e um veicu-
lo aceitavel.

13. Composigcdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o composto conjugado, como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 7 a 11, e um veiculo aceitavel.

15 14. Composicéo farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 12

ou 13, caracterizada pelo fato de ser para o tratamento de mieloma multiplo.
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