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DESCRIGAO

"ANTICORPOS MONOCLONAIS CONTRA CD44vé6"

A invencdo refere-se a um anticorpo monoclonal contra um
epitopo, que é codificado por uma variante do exdo v6 do gene
CD44, a moléculas de anticorpo suas derivadas, bem como a
utilizacao do anticorpo ou molécula de anticorpo, em métodos

de diagnéstico e terapia.

Foi recentemente demonstrado que a expressdo de variantes
das glicoproteinas de superficie CD44 € necessaria e
suficiente para desencadear o) designado comportamento
metastdsico espontdneo, quer numa linha celular de rato de
adenocarcinoma do péncreas sem metastases do rato, dquer numa
linha celular de fibrosarcoma do rato sem metédstases (Glnthert
et al., 1991). Enquanto que a isoforma de CD44 mais pequena, a
forma padrdo do CD44 (ou CD44std), ¢é expressa de forma
ubiquitdria numa série de tecidos diferentes, entre as células
epiteliais, determinadas variantes de "splicing"™ de CD44
(CD44v, CD44var), apenas sdo expressas num subgrupo de células
epiteliais. As variantes de CD44 sdo produzidas por meio de
"splicing" alternativo, de forma que as sequéncias de 10 exdes
(vl-v1l0) no CD44s sdo completamente cindidas, podendo no
entanto surgir em diferentes combinag¢des nas variantes maiores
(Screaton et al., 1992; Tolg et al., 1993; Hofmann et al.,
1991). As variantes diferem entre si, na medida em gue estéao
inseridos diferentes sequéncias de aminodcidos em locais
determinados nas porg¢des extracelulares das proteinas. Estas
variantes podem ser identificadas em diferentes células de

tumor humanas e em tecidos de tumor humanos. Assim, foi
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recentemente analisada a expressdo de variantes de CD44 no
desenvolvimento da carcinogénese colorectal (Heider et al.,
1993a). A expressdo de variantes de CD44 esta ausente no
epitélio do colon humano normal e apenas se& consegue
identificar uma fraca expressdo nas células das criptas em
proliferacdo. Em estados mais avangados da progressdao do
tumor, por exemplo em adenocarcinomas, todas as degeneracgoes
malignas expressam variantes de CD44. Foi também possivel
observar um expressdo tecidular de variantes de CD44 de nivel
elevado, em linfomas n&do-Hodgkin agressivos (Koopman et al.,

1993).

O exd3o v6 parece desempenhar um papel especial,
particularmente na propagagdo de -metdstases (Rudy et al.,
1993). Em modelos animais, os anticorpos contra epitopos
especificos de v6 conseguiram impedir o crescimento de
colénias de células metastasticas e o crescimento de
metistases (Seiter et al., 1993). No carcinoma do colon, a
expressdao do v6 estd correlacionada com a progressdo do tumor
(Wielenga et al., 1993). No carcinoma do estdmago, a expressao
de v6 ¢é um marcador de diagnéstico importante para a
diferenciacdo entre tumores do tipo intestinal e do tipo
difuso (Heider et al., 1993b). A expressdo de v6 nos ultimos

trabalhos conhecidos foi medida com o auxilio de anticorpos

contra epitopos especificos de v6.

Os anticorpos monoclonais contra epitopos codificados pelo
exdo v6, sdo conhecidos no estado da técnica (Hofmanﬁ et al.,
1991; Wielenga et al., 1993). Para uma maior utilizacéo
potencial que estes anticorpos poderdo ter no diagndstico e
terapia, h& a necessidade de anticorpos com propriedades

melhoradas.
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Salmi et al. (J. Cell Biol. 122:431-442, 1993, bem como

gth Congress of Imunol., Budapeste, 23-28 Agosto, 1992,
Springer Verlag, Budapeste, Hungria) descrevem a produgao do
anticorpo especifico de v6, Var3.l, que se liga ao péptido
STTEETATQKEQWFGN. Jackson et al. (Int. J. Cancer Supplement 8:
110-15, 1994) descrevem experiéncias com ©OS anticorpos

especificos de v6, 2F10 e 8G5, sem indicar os seus epitopos.

O objectivo da presente invengdo é proporcionar um
anticorpo que apresente propriedades melhoradas em relagdo aos

anticorpos especificos de v6é conhecidos.

Este objectivo, pode ser alcangado por meio da presente
invencdo. A invencdo refere-se a um anticorpo com a designacdo
VFF-18. A invencdo refere-se além disso, a uma linha celular
de hibridoma, que contém estes anticorpos e que foi depositada
com o numero de depdsito DSM ACC2174 na “DSM-Deutsche Sammlung
fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH”, Mascheroder Weg

1b, D-38124 Braunschweig, Alemanha.

Daqui para a frente, o termo anticorpo ou molécula de
anticorpc n&o incluil apenas imunoglobulinas completas, mas
também engloba substdncias equivalentes sob o ponto de vista
de especificidade de ligagdo e afinidade, tal como o©Os

derivados de anticorpo e moléculas de anticorpo recombinantes.

O anticorpo VFF-18 de acordo com a invengdo foi produzido
por meio de um processo de acordo com o exemplo 1. O anticorpo
pode além disso ser obtido a partir das linhas celulares de
hibridoma depositadas. E do conhecimento do especialista no
dominio a preparacdo de derivados do anticorpo de acordo com a
invencgéo, ou a produgdo de moléculas de anticorpo

recombinantes com o mesmo idiotipo, a partir de uma analise de
_3_
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sequéncia deste anticorpo e/ou da utilizagdo de linhas
celulares de hibridoma, isto &, moléculas de anticorpo que
apresentam a mesma sequéncia de aminoacidos que o anticorpo
VFF-18, na regido de ligagdo ao antigénio (complementarity-
determining regions, CDR). Estes derivados e moléculas de
anticorpo recombinantes estdo assim expressamente incluidos na

invencao.

A partir da imunoglobulina completa do anticorpo VFF-18
podem-se produzir, por exemplo, fragmentos Fab ou F(ab')p ou
outros fragmentos (Kreitman et al., 1993). Para processos de

diagnéstico, as moléculas de anticorpo VFF-18, fragmentos seus

derivados ou moléculas de anticorpo recombinantes com © mesmo

idiotipo, podem ser ligadas, por exemplo, com 1isdtopos
radioactivos, como 1311, 1111n, 99mrc ou compostos
radioactivos (Larson et al., 1991; Thomas et al., 1989,

Srivastasa, 1988), enzimas como a peroxidase ou a fosfatase
alcalina (Catty et Raykundalia, 1989), com material corante
fluorescente (Johnson, 1989) ou moléculas de biotina (Guesdon
et al., 1979). Para utilizacdo terapéutica, pode-se ligar a
molécula de anticorpo VFF-18 ou derivada de VFF-18 com toxinas
(Vitetta et al., 1991; Vitetta et Thorpe, 1991; Kreitman et
al., 1993; Theuer et al., 1993), citoestaticos (Schrappe et

al., 1992), pré-medicamentos (Wang et al., 1992; Senter et

al., 1989) ou substancias radioactivas. Os anticorpos podemn,
além disso, ser ligadas com uma citdéquina ou um outro
polipéptido imunomodulador, por exemplo com o factor de

necrose de tumor ou interleucina-2.

O perito na arte pode, além disso, preparar moléculas de
anticorpo recombinantes com o mesmo idiotipo que o VFF-18,

apés anadlise da sequéncia de aminodcidos do anticorpo VFF-18,



e/ou utilizando a linha celular de hibridoma que produz este
anticorpo, em particular a informagd&o genética nela contida.
Os processos correspondentes fazem parte do estado da técnica.
Estas moléculas de anticorpo recombinantes podem ser, por
exemplo, anticorpos humanizados (Shin et al., 1989; Glssow et
Seeman, 1991), anticorpos bi-especificos (Weiner et al., 1993;
Goodwin, 1989), anticorpos single-chain (scFv, Johnson et
Bird, 1991), imunoglobulinas completas ou fragmentadas (Coloma
et al., 1992; Nesbit et al., 1992; Barbas et al., 1992), ou
anticorpos produzidos por chain shuffling (Winter et al.,
1994). Os anticorpos humanizados podem ser produzidos, por
exemplo, por enxerto de CDR (EP 0239400). As regides de
"framework" (sequéncia) podem também ser modificadas (EP
0519596). Para a humanizacdo de anticorpos podem-se hoje
utilizar métodos como a PCR (veja-se por exemplo, EP 0368684;

EP 0438310; WO 9207075), ou modelagdo por computador (veja-se,

por exemplo, WO 9222653). Também se podem produzir proteinas
de fusao anticorpo, por exemplo, single-chain/toxina
(Chaudhary et al., 1990; Friedman et al., 1993). Estas

moléculas de anticorpo estdo igualmente inseridas na invengao.

E também do conhecimento do especialista no dominio, o©
modo de pesquisar o epitopo exacto de VFF-18 e com esse
conhecimento preparar anticorpos equivalentes com a mesma
especificidade de 1ligagdo. Isto pode ser conseguido, por
exemplo por estudos de ligagdo de péptidos, como no exemplo 2,
de certo modo por variacido dos péptidos Hul. Estes anticorpos

estdo inseridos também no &mbito da invencgdo.

Um outro aspecto da invengdo é a utilizacdo de moléculas
de anticorpo VFF-18, ou derivadas de VFF-18, ou equivalentes

para diagndéstico e terapia.
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Os processos de diagnéstico podem ser processos ja de si
conhecidos, com utilizacdo das moléculas de anticorpo de
acordo com a invencdo, por exemplo, imunoensaios ligados a
enzimas (ELISA, Caty et Raykundalia, 1989), radioimunoensaios
(Catty et Murphy, 1989), processos imunohistoquimicos (Heider
et al., 1993b) ou "Westernblots". Estes processos podem ser
realizados, de forma conveniente, com amostras de tecidos
retiradas do corpo ou fluidos corporais, recorrendo por
exemplo a biépsias. As andlises podem ser realizadas de forma
qualitativa, semi-quantitativa ou quantitativa. O anticorpo ou
as moléculas de anticorpo podem ser utilizadas como esta
descrito no estado da técnica, por exemplo para outros
anticorpos especificos de v6 (WO 9500851), em dque as
propriedades vantajosas do anticorpo de acordo com a invengao
ou das moléculas de anticorpo de acordo com a invengdo, trazem

uma melhoria significativa a estes processos.

Além do diagnéstico in vitro, as moléculas de anticorpo de
acordo com a invencdo sdo também adequadas para diagndstico in
vivo, em especial de tumores. Quando a molécula transporta um
marcador detectavel, pode-se efectuar uma detecgdo do marcador
para fins de diagnéstico , por exemplo visualizagdo de tumores
in vivo (Imagiologia), ou por exemplo para cirurgia radio-
auxiliada (radioguided surgery). Para utilizacdo de anticorpos
conjugados com isétopos radioactivos para imunocintigrafia
(Imagiologia), existe, por exemplo, uma série de protocolos,
cujos fundamentos o perito podera executar (Siccardi et al.,
1989; Keenan et al., 1987; Perkins et Pimm, 1992; Colcher et
al., 1987; Thompson et al., 1984).

Uma aplicacdo terapéutica pode ser efectuada, por exemplo,
de forma andloga a utilizagdo dos anticorpos 1.1ASML (Seiter
et al., 1993). A aplicagcdo pode ser por administracéao
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sistémica ou tépica, por exemplo, por injeccédo/infusado
intravenosa (por bolo ou infusdo continua), intraperitoneal,
intramuscular, subcutdnea ou outras. Também se podem perfusar
orgdos ou estruturas individuais. Os protocolos para a
preparacdo de anticorpos conjugados, ou ndo conjugados (sejam
eles imunoglobulinas completas, fragmentos, moléculas
quiméricas recombinantes ou semelhantes) fazem parte do estado
da técnica (Mulshine et al., 1991; Larson et al., 1991;
Vitetta et Thorpe, 1991; Vitetta et al., 1991; Breitz et al.,
1992; Press et al., 1989; Weiner et al., 1989; Chatal et al.,
1989; Sears et al., 1982).

Os exemplos 2 a 4 mostram as propriedades superiores de

VFF-18, em relacdo a outros anticorpos anti-CD44v6.

Figuras
Figura 1: Representacdo esquemdtica da proteina de fuséao
GST-CD44 (v3-v10). GST = glutationo-S-transferase de
Schistosoma japonicum. v3-v10 = insercéo variante de
queratinbécitos-CD44. A seta assinala um local de corte de

trombina.

Figura 2: Comparagdo de sequéncias do exdo v6 do gene CD44
entre humanos e ratos. A sequéncia do péptido Ral e Hul, a que
os anticorpos 1.1ASML (CD44v6 anti-rato) e VFF-18 (CD44vo
anti-humano) se ligam estdo identificadas com caracteres a
bold. Os aminoéacidos idénticos sado assinalados com um

asterisco.

Figura 3: Ligacdo de anticorpos especificos de CD44vo a
péptidos sintéticos. A ligagado do anticorpo no péptido &
determinada por ELISA, em gque os péptidos sdo imobilizados e
em seguida incubados com as solugdes de anticorpo. Por meio de

- 7 -
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passos de lavagem correspondentes, os anticorpos ligados séao
identificados com anticorpo-anti-IgG de ratinho conjugado com
peroxidase. (A): Na primeira experiéncia, foi identificada a
ligacdo do anticorpo 1.1ASML especifico para CD44v6 de rato no
péptido Ral (KWFEN EWQGK NPPT). (B): Numa outra pesquisa,
sintetizou-se um péptido homélogo a Ral, a partir da sequéncia
CD44v6é humana. Diferentes sobrenadantes de hibridomas anti-
CD44v6 humano ligam-se neste péptido Hul (QWEGN RWHEG YRQT).
Demonstra-se assim, que o VFF-18 se liga ao ©péptido
substancialmente melhor, do que os restantes anticorpos
utilizados. (C): Para uma avaliag¢do quantitativa, esta
experiéncia ¢é repetida para diferentes concentragdes de
anticorpos purificados. Também aqui se demonstra que o VFF-18
apresenta uma maior afinidade de 1ligagdo que os outros

anticorpos.

Figura 4: Ligacdo de anticorpos marcados radioactivamente
a células de tumor. Os trés anticorpos VFF-7 (anti-v6), VFF-8
(anti-v5) e VFF-18 (anti-v6) sado marcados radioactivamente com
N-succinimil[2,3-°H]propionato e wutilizados para testes de
ligacdo a diferentes linhas celulares de tumor. Utilizaram-se
as seguintes linhas celulares: CHO-CD44var: linha celular de
Hamster recombinante (ovdrio de Hamster chinés), CD44 variante
humana (exdes v3-v10) expressa na superficie; HCT-116, CX-1,
HT-29, CaCo, COLO 205: linha de carcinoma de colon humano;
A431: linha de carcinoma de epitélio humano. E apresentada a
ligacdo especifica dos anticorpos as diferentes linhas
celulares. Apesar de a ligagdo dos anticorpos especificos de
v6, VFF-7 e VFF-18 & linha celular recombinante CHO-CD44var
apresentar a mesma ordem de grandeza, os anticorpos apresentam
um comportamento de ligagdo muito diferente nas linhas
celulares de tumor. Nalguns casos observa-se apenas a ligagao
de VFF-18 e numa menor extensdo de VFF-8 (HT-29, CaCo, COLO

- 8 -



205), nas outras linhas celulares o) VFF-18 liga-se

substancialmente melhor que o VFF-7.

Figura 5: Identificag¢do de variantes de CD44 soluveis, que
contém o exdo v6, no soro normal humano. Utilizaram-se os trés
anticorpos especificos de v6, VFF-4, VFF-7 ou VFF-18 num
ELISA-sanduiche, como anticorpos de revestimento. Em todos os
trés casos, utilizou-se como anticorpo de controlo um
anticorpo especifico de CD44std ,conjugado com peroxidase (BU-
52, std = standard). E apresentado o sinal de dois soros
normais humanos diferentes nestes testes ((A) e (B)), a
diferentes diluicdes. Em ambos os casos, observa-se um sinal
substancialmente mais forte com o VFF-18, do que com o0s outros

dois anticorpos.

Figura 6: Nivel sérico de variantes de CD44 contendo v6.
Por meio de dois ELISAs diferentes determinou-se o conteudo em
CD44var soluvel no soro de 6 dadores saudaveis. Num dos testes
utilizou-se VEFF-7, noutros VFF-18, como anticorpo de
revestimento; ambos os anticorpos reconhecem o exdo 6. Como
preparado para comparagdo ¢é adequado, em ambos 0s casos, uma
variante de CD44 soluvel (exdo v3-v1l0) recombinante, preparada
em células-CHO. O ELISA de VFF-18 apresenta em meédia um valor
3,5 vezes maior do que o ELISA de VFF-7. Isto significa que o
CD44var soluvel existente no soro é melhor reconhecido pelo

VFF-18, do que pelo VFF-7.
Exemplos
Exemplo 1; Preparag¢do do anticorpo monoclonal VFF-18

Clonagem de proteinas de fusdo-pGEX



A regido variante completa do tipo HPKII de CD44v (Hofmann

et al., 1991) ¢é amplificada em ADNc de gquerandcitos humanos,

por reacgdo em cadeia com polimerase (PCR). Ambos o0s
iniciadores de sintes de PCR, 5'CAGGCTGGGAGCCAAATGAAGAAAAATG-
3', posicdes 25-52 e 5'-TGATAAGGAACGATTGACATTAGAGITGGA-3',

posigdes 1013-984 da regido variante LCLC97, como descrito em
Hofmann et al., continham um local de reconhecimento de EcoRI,
que foi utilizado para clonar o produto de PCR directamente no
vector pGEX-2T (Smith et al., 1988). A construgdo resultante
(pGEX CD44v HPKII, v3-v10) codifica para uma proteina de fusédo
de ~70 kD, «que <consiste na glutationo-S-transferase de
Schistosoma japonicum e nos exdes v3-v1l0 de CD44 humano (Fig.
1; Heider et al., 1993a). A proteina de fusdo é expressa em E.
coli e em seguida purificada por afinidade em glutationo-

agarose (Smith et al., 1988).

Imunizagdo e pesquisa

Imunizaram-se ratinhos Balb/c fémea intraperitonealmente,
com a proteina de fusdo purificada por afinidade, de acordo

com o seguinte esquema:

1?® imunizagédo: 90 pg de proteina de fusdo em adjuvante de
Freund completo
2% e 32 imunizacdes:50 pg de proteina de fusdo em

adjuvante de Freund completo

As imunizacdes foram realizadas a intervalos de 4 semanas.
14 dias apdés a ultima imunizagdo os animais foram ainda
imunizados, cada, em trés dias consecutivos com 10 pg de
proteina de fusdo em PBS. No dia seguinte, fundiram-se

esplenécitos de um animal com um titulo de anticorpo elevado,

- 10 -
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com células de mieloma de rato P3.X63-Ag8.653, com o auxilio
de polietilenoglicol 4000. As células de hibridoma foram entao
selecionadas em placas de microtitulo em meio HAT (Kodhler et

Milstein, 1975; Kearney et al., 1979).

A determinacdo do titulo de anticorpo no soro ou a
pesquisa do sobrenadante do hibridoma foi realizada com ©
auxilio de um teste ELISA. Neste teste, em primeiro lugar
revestiram-se placas de microtitulo com proteina de fuséo
(GST-CD44v3-10) ou apenas com glutationo-S-transferase. Em
seguida, incubaram-se com diluigdes em série de amostras de
soro, ou sobrenadantes de hibridomas e determinaram-se o0s
anticorpos especificos com anticorpos contra imunoglobulina de
ratinho, conjugados com peroxidase. Os hibridomas que apenas
reagiram com a glutationo-S-transferase foram desprezados. Os
anticorpos remanescentes foram primeiro caracterizados num
ELISA com proteinas de fusdo especificas de dominio (exao v3,
exdo v5 + v6, exdo v6 + v7, exdo v8-vl0) (Koopman et al.,
1993). A sua reactividade imunoquimica foi testada em cortes
de pele humanos. O anticorpo VFF-18 foi entdo identificado por
ligacdo ao péptido sintético Hul (QWFGN RWHEG YRQT). A

sequéncia de Hul é um fragmento do exd@c v6 de CD44 humano.

Exemplo 2: Ligagdo de anticorpos especificos de CD44vé a

péptidos sintéticos

A ligacdo de anticorpos especificos de CD44v6 a péptidos

sintéticos foi determinada por ELISA.

Solucgbes:

Tampdo de revestimento: carbonato de sédio 0,05 M pH 9,6

Tampdo de teste: PBS (solugdo salina tamponada com
fosfato)
_11_



T M

BSA a 0,05% (albumina de bovino)
Tween 20 a 0,05%

Solucdo de substrato: Fa. Kierkegaard Perry Laboratories,
Gaithersburg MD, USA; substrato de
peroxidase TMB : Solugdo de peroxidase

B (HzOz) 1:1

Os péptidos (50 p/ml em tampéo‘ de revestimento) sé&o
imobilizados em imunoplacas Maxisorp da NUNC (1,1 ASML) ou
placas Acti-A da Fa. Bio Products (anticorpos-VFF), a 4 °c,
durante a noite. O péptido ¢é 1ligado de forma covalente a
placa, nas placas Acti-A. Em seguida lava-se com PBS/Tween a
0,05% bloqueiam-se os locais de adsorgdo livres a superficie
da placa com tampdo de teste (1 hora a temperatura ambiente) e
lava-se mais uma vez com PBS/Tween 20 a 0,05%. As placas Acti-
A, apbés o bloqueamento com borohidreto de sdédio 10 mM, sé&o
reduzidas em hidrogenocarbonato de sédio 20 mM, pH 9,0 (1 hora
4 temperatura ambiente) e em seguida lavadas trés vezes com
PBS/Tween 20 a 0,05%. Em seguida, adiciona-se sobrenadante do
hibridoma ou solucdo de anticorpo em tampao teste, em
concentracdes entre 0,02 e 10,0 pg/ml no recipiente e incuba-
se durante duas horas & temperatura ambiente num agitador de
placas. Em seguida fazem-se trés passos sequenciais de lavagem
com PBS/Tween 20 a 0,05%. Em seguida, adicionam-se 100 pl/Napf
com anticorpo-anti-IgG de ratinho conjugado com peroxidase de
rébano numa diluicdo adequada em tampdo de teste. Apds uma
incubacdo de duas horas a temperatura ambiente no agitador de
placas, lava-se trés vezes com PBS/Tween 20 a 0,05% e cora-se
com solucdo de substrato. Apdés 10-15 min de desenvolvimento
para-se com Aacido sulfurico 2M e mede-se a absorvancia a 450

nm (referéncia 690 nm) num fotdmetro.
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Numa primeira experiéncia, determinou-se a ligacdo dos
anticorpos especificos para CD44v6é de ratos 1.1ASML no péptido

Ral (KWFEN EWQGK NPPT) (Tabela 1, Figura 3 (A)).

Tabela 1
1.1 ASML Absorcgdo

p/ml
10,00 1,652
5,00 1,702
2,50 1,658
1,25 1,595
0,63 1,502
0,31 1,211
0,16 0,971
0,08 0,686
0,04 0,458
0,02 0,270

Numa outra pesquisa, sintetizou-se um péptido hombélogo a
Ral, a partir da sequéncia de CD44v6 humana (Hul, QWFGN RWHWEG
YRQT). Diferentes anticorpos anti-CD44v6 humano foram ligados
a Hul. Assim, demonstra-se que o VFF-18 apresenta uma
afinidade de ligacdo surpreendentemente maior do que os outros

anticorpos utilizados (Tabela 2, figura 3 (B))

Tabela 2
Anticorpos Absorvéncia
VFF-2 0,067
VFF-4 1,333
VEF-7 0,199
VFF-18 2,384

_13_



Para uma avaliacdo quantitativa ligam-se, além disso,
diferentes anticorpos anti-CD44vé humano purificados ao
péptido Hul, em diferentes concentragdes. Também aqui se
demonstra uma afinidade de ligacdo significativamente maior em

comparacdo com os outros anticorpos (Tabela 3, figura 3 (C)).

Tabela 3

Anticorpos VEF-4 VEF-7 VFF-18
pg/ml
10,000 1,225 0,247 2,320
3,333 1,404 0,226 2,550
1,111 0,853 0,094 2,483
0,370 0,336 0,054 2,426
0,123 0,163 0,028 1,354
0,041 0,086 0,025 0,615
0,014 0,048 0,021 0,266
0,005 0,036 0,031 0,095
0,002 0,021 0,021 0,061

Exemplo 3: Ligacdo de anticorpo especifico de CD44vé marcado

radiocactivamente em linhas celulares de tumor

Marcacdo radiocactiva do anticorpo

Evapora-se quase até a secura 1 mCi de N-succinimidil-
[2,3—3H]—propionato ([*H-NSP, Amersham 1 mCi/ml) num tubo de
ensaio siliconizado, a 0 °C sob vacuo por trompa de agua.
Adicionam-se 15 pg de anticorpo (1 mg/ml em PBA, pH 7,4) e
incuba-se durante 48 horas a 4°C. Em seguida, o excesso de
[*H]-NSP é removido por reaccgdo com 30 pl de Glicina 1 M em PBS

(20 min & temperatura ambiente). A separagdo dos anticorpos
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marcados da [°H]-Glicina é realizada numa coluna de Sephadex-G-
25-M (volume de coluna de 15 ml), em que se utiliza PBS/BSA a
0,5% como tampdo de corrida. O anticorpo marcado com [*H] surge
no volume excluido. A quantidade de anticorpos é determinada
num ELISA para deteccdo de imunoglobulina de ratinho e a

actividade especifica calculada.

Ligacdo dos anticorpos marcados radioactivamente a células de

tumor

Os trés anticorpo VFF-7 (anti-vé6), VFF-8 (anti-v5) e VFF-
18 (anti-v6) sdo marcados radioactivamente com N-succinimidil-
[2,3-°H]propionato e utilizados em testes de 1ligagdo em
diferentes linhas celulares de  tumor. Utilizaram-se as
seguintes 1linhas celulares: CHO-CD44var: linha celular de
Hamster recombinante (ovdrio de Hamster Chinés), as variantes
CD44 humanas (exdes v3-v10) expressos a superficie; HCT-116,
CX-1, HT-29, cCaCo, COLO 205: 1linha de carcinoma de colon

humano; A431: linha de epitélio humano.

As células sdo adicionadas a placas de cultura de tecidos
de 12 pocgos, incubadas durante a noite a 37 °C numa estufa de
CO,, em seguida lavadas uma vez com PBS e fixadas com etanol (1
min & temperatura ambiente). Em seguida lava-se uma vez com
meio de cultura (RPMI 1640/soro fetal de vitela a 10%) e liga-
se o anticorpo radiocactivo (250 000 dpm/Napf em meio de
cultura). Apds uma incubagdo de 25 horas a temperatura
ambiente, num agitador de placas, lava-se trés vezes com
PBS/BSA a 0,5%, solubilizam-se as células com NaOH 0,1M
/Triton X-100 a 1% e determina-se a radiocactividade num
contador de cintilacgdes. A ligagédo nao especifica é
determinada na presenca de um excesso de 100 vezes de
anticorpo ndo marcado. A ligagdo referia-se a um numero unico

- 15 -
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de células (400 000 células). Apds determinagdo da actividade
especifica do anticorpo, pode-se expressar a quantidade de

anticorpo ligado em fmol.

A tabela 4 e a Figura 4 mostram a ligagdo especifica dos
anticorpos nas diferentes linhas celulares. Apesar de a
ligacdo dos anticorpos especificos de v6, VFF-7 e VFF-18 na
linha celular recombinante CHO-CD44var ser muito semelhante,
os anticorpos apresentam um comportamento de ligacgédo muito
diferente. Nalguns casos, observa-se apenas a ligagdo de VFF-
18 e numa menor extensdo de VFF-8 (HT-29 CaCo, COLO 205), nas

outras linhas celulares, o VFF-18 liga-se muito melhor que o©

VFE-T7.
Tabela 4
Linhas celulares VEF-7 VFF-8 VFF-18
fmol fmol fmol
CHO CD44var 33,50 68,42 46,52
HCT-16 1,44 11,08 20,22
CX-1 0,19 2,20 9,48
HT-29 0,00 2,60 26,07
CaCo 0,03 2,81 12,57
COL0205 0,00 0,32 2,88
A431 8,19 42,32 38,73

Exemplo 4: ELISA para a determinag¢do de CD44vé soluvel no soro

Solugdes:

tampdo de revestimento: carbonato de sédio pH 9,6

Tampdo de teste: PBS (solugdo salina tamponada com
fosfato)
BSA a 0,05% (albumina de soro de

bovino)
_16_
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Tween 20 a 0,05%
Diluente de amostras Bender MedSystems, Viena, Austria
Solucdo de substrato: Kierkegaard & Perry Laboratories,
Gaithersburg Md, USA; substrato de
peroxidase TMB: Peroxidase-solugdo B

(HzOz) 1:1

Revestem-se as placas de microtitulo (Imunoplaca MaxiSorp
F96 da NUNC) com 5 pg/ml de um anticorpo especifico de CD44v6
(incubacdo a 4 °C durante a noite). Em seguida, lava-se com
PBS/Tween a 0,05%, bloqueia-se os locais de adsorc¢do livres a
superficie das placas com tampao de teste (1 hora a
temperatura ambiente) e lava-se mais uma vez com PBS/Tween 20
a 0,05%. As amostras de soro sdo pré-diluidas pelo menos 1:5
em diluente de amostra e diluidas 1:2 em série nas placas em
diluente de amostra. Em seguida, adicionam-se 50 pl/Napf de
anticorpo anti-CD44std conjugado com peroxidase de réabano
(Clone BU-52, The Binding site, Birmingham) numa diluigéo
adequada (1:3000 - 1:10 000) em tampdo de teste. Apds uma
incubacdo de trés horas, & temperatura ambiente, num agitador
de placas, lava-se trés vezes com PBS/Tween 20 a 0,05% e cora-
se com solucdo de substrato. Apdés 10-15 min de revelagéao,
para-se com acido sulfurico 2 M e mede-se a absorvancia a 450

nm (Referéncia 690 nm) num fotdmetro.

Para a quantificagdo, coloca-se uma diluicdo em série em
tampdo de teste, de um preparado padrdo de CD44 soluvel,
paralelamente & amostra de soro. Este preparado ¢é purificado
num sobrenadante de células de Hamster chinés recombinante
(CHO), que expressam o CD44v3 solavel. O CD44v3-v10 consiste
numa variante de CD44 humana que contém sequéncias de péptidos

codificadas pelos exdes v3 a v10.

- 17 -
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A tabela 5 e a figura 5 mostram a determinagdo de
variantes de CD44 soluveis, que contém o exdo v6, no soro
normal humano. Num ELISA sanduiche wutilizaram-se os trés
anticorpos especificos de v6, VFF-4, VFF-7 ou VFF-18, como
anticorpo de revestimento. Em todos os trés casos, utilizou-se
como anticorpo de controlo um anticorpo especifico de CD44std
(BU-52, std = standard) conjugado com peroxidase. E
apresentado o sinal de dois soros normais humanos diferentes
em diluicdes distintas nestes testes. Em ambos os caso ((A) e
(B)) observa-se um sinal substancialmente mais forte com VFF-

18, do que com os outros anticorpos.

Tabela 5 A
Soro 1
Diluicgao VFF-4 VEE-7 VFF-18
1:5 0,406 0,417 3,143
1:10 0,378 0,289 3,055
1:20 0,296 0,179 2,630
1:40 0,207 0,072 1,778
1:80 0,109 0,062 1,084
1:160 0,050 0,030 0,594
1:320 0,026 0,008 0,318
1:640 0,012 0,007 0,159
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Tabela 5 B
Soro 2
Diluicdo VEF-4 VFF-7 VFF-18
1:5 1,690 1,280 3,290
1:10 1,756 1,185 3,321
1:20 1,564 0,857 3,163
1:40 1,213 0,468 3,050
1:80 0,699 0,208 2,537
1:160 0,336 0,061 1,666
1:320 0,138 0,014 0,988
1:640 0,054 0,018 0,546

A tabela 6 e a figura 6 mostram o valor sérico de
variantes de CD44 gue contém v6. Por meio de dois ELISA
diferentes, determinou-se o teor de CD44var soluvel no soro de
6 dadores sauddveis. Num teste, wutilizou-se VFF-7, noutros
VFF-18, como anticorpo de revestimento; ambos os anticorpos
reconhecem o exdo 6. Como preparado de comparagdo utilizou-se
em ambos os casos uma variante de CD44 soluvel (exdo v3-v10),
recombinante, produzida em células CHO. O teste ELISA de VFF-
18 mostrou em média um valor cerca de 3,5 vezes maior do que o
ELISA de VFF-7. Isto significa, que o CD44dvar soluvel
existente no soro, é, comparativamente, melhor reconhecido com

proteinas recombinantes de VFF-18, do que de VFF-7.
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Tabela 6
Dador VFEF-7 VFF-18 VFF-18/VFF-7
ng/ml ng/ml

1 18,2 75,9 4,17
2 32,1 85,5 2,66
3 22,4 87,6 3,91
4 27,7 91,6 3,31
5 26,8 98,3 3,67
6 95,4 332 3,48
valor médio ' 3,53
DP 0,52
CV% 14,9%
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REIVINDICAGOES

Anticorpo contra um epitopo dentro da sequéncia de
aminodcidos, que é codificada pelo exdo v6 variavel do gene
de CD44, caracterizado por ser o anticorpo VFF-18, que ¢
formado a partir da linha celular de hibridoma com o numero

de depbsito da DSM ACC2174

Linha celular de hibridoma com o nuUmero de depdésito da DSM

ACC2174

Molécula de anticorpo, que se pode obter por modificacgao
quimica ou enzimatica de um anticorpo de acordo com a

reivindicagao 1.

Molécula de anticorpo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizada por ser um fragmento de um anticorpo de

acordo com a reivindicagdo 1.

Molécula de anticorpo de acordo com a reivindicagao 4,

caracterizada por ser um fragmento Fab ou F(ab'):.

Molécula de anticorpo de acordo com a reivindicagao 3,
caracterizada por o anticorpo estar ligado a uma outra

molécula.

Molécula de anticorpo de acordo com a reivindicagédo 6,

caracterizada por a outra molécula ser um polipéptido.

Molécula de anticorpo de acordo com uma das reivindicacgdes
3 a 5, caracterizada por estar ligada a um isdtopo

radioactivo.



10.

11.

12.

13.

15.

l6.

17.

Tt

Molécula de anticorpo recombinante com o idiotipo de um

anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1.

Molécula de anticorpo recombinante de acordo com a
reivindicag¢éo 9, caracterizada por ser uma molécula de
anticorpo quimérica, humanizada, de cadeia simples (“single

chain”) ou produzida por "chain shuffling”.

Molécula de anticorpo recombinante de acordo com a
reivindicacdo 9 ou 10, caracterizada por estar ligada a uma

outra molécula ou com um isdtopo radiocactivo.

Molécula de anticorpo que reconhece o mesmo epitopo que o

anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1.

Utilizacdo de um anticorpo ou molécula de anticorpo de
acordo com uma das reivindicacbGes 1 ou 3 até 12 para
processos de diagnéstico fora do corpo humano ou de

animais.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada
por o processo ser um imunocensaio ligado a enzima ou um

radioimunoensaio.

Utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizada

por O processo ser um processo imunohistoquimico.

Anticorpo ou molécula de anticorpo de acordo com uma das

reivindicacdes 1 ou 3 até 12, para utilizagdo farmacéutica

Utilizacdo de um anticorpo, ou molécula de anticorpo, de

acordo com uma das reivindicagdes 1 ou 3 a 11, para a



preparacdo de um meio para o diagndéstico de tumores in

vivo.
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