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“COMPOSICOES FARMACEUTICAS, ANTICORPOS E USOS DE UM
ANTICORPO OU UM FRAGMENTO DO MESMO”

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengao refere-se a um uso médico inovador de
anticorpos para CAPRIN-1 ou fragmentos dos mesmos como, por exemplo,
agentes terapéuticos e/ou preventivos para cancer.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

O céncer é a principal causa de morte. O tratamento atualmente
realizado para cancer é principalmente terapia cirargica, que pode ser
combinada com radioterapia ou quimioterapia. Apesar do desenvolvimento de
novos métodos cirargicos e da descoberta de novos agentes anticancer nos
ultimos __anos, os resultados do tratamento desta doenca ndo sdo
consideravelmente aprimorados atualmente, exceto para alguns canceres.
Através de um progresso recente da biologia molecular e da imunologia do

cancer, os anticorpos que sao especificamente reativos a canceres, antigenos

~de cancer reconhecidos por células T citotéxicas, bem como os genes que

codificam os antigenos de cancer foram identificados, e as expectativas para
imunoterapias especificas que tém como alvo os antigenos de cancer foram
elevadas (Tsuyoshi AKIYOSHI, "Gan To Kagaku-Ryoho (Cancer and
Chemotherapy)," 1997, vol. 24, pp. 551-519 (Jp) (Cancer and Chemotherapy
Publishers, Inc., Japao)).

Em métodos de tratamento para o cancer, com a finalidade de
reduzir efeitos colaterais, € desejavel que peptideos, polipeptideos ou proteinas
reconhecidos como antigenos de cancer estejam ausentes em quase todas as
células normais, mas especificamente presentes em células cancerigenas. Em
1991, Boon ef al., do Instituto Ludwig na Bélgica, isolaram o antigeno MAGE 1
de melanoma humano reconhecido por células T CD8-positivas pelo método de

clonagem por expressdao de cDNA com o uso de uma linhagem de célula de
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cancer autdloga e células T reativas ao cancer (Bruggen P. et al., Science,
254:1643-1647 (1991)). Posteriormente, o método SEREX (identificagao
sorolégica de antigenos por clonagem de expressao recombinante) foi relatado,
sendo que os antigenos tumorais reconhecidos por anticorpos produzidos
através da resposta a um cancer autélogo no corpo de um paciente com cancer
podem ser identificados com o uso da técnica de clonagem de expressao de
gene (Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 92:11810-11813 (1995); e documento de
patente n°® US 5.698.396). Por meio do método SEREX, alguns antigenos de
cancer, que nao sao substancialmente expressos em células normais, mas séo
especificamente expressos em células cancerigenas, foram isolados (int. J.
Cancer, 72: 965-971 (1997); Cancer Res., 58: 1034-1041 (1998); Int. J. Cancer,
29: 652-658 (1998); Int. J. Oncol., 14:.703-708 (1999); Cancer Res.,.56: 4766-—
4772 (1996); e Hum. Mol. Genet 6: 33-39, 1997). Adicionalmente, os ensaios

clinicos de terapias celulares que usam imundcitos que especificamente

reagerﬁ}cbm anfi?énos de‘?—éncer, q'ue 7séo alg:'ns dos anfigenos de cancer
isolados, e ‘imunoterapias especificas de cancer que usam vacinas que
compreendem antigenos de cancer ou similares foram conduzidos.

Nesse interim, nos Ultimos anos, uma variedade de
medicamentos com base em anticorpos para tratamento de cancer que tém
como alvo proteinas de antigeno em células cancerigenas comegaram a surgir.
Tais medicamentos usados como agentes terapéuticos especificos de cancer
exibem eficacia de droga até um certo ponto e, dessa forma, eles foram
ganhando atengao. Entretanto, a maioria das proteinas de antigeno-alvo sao
também expressas em células normais. Como um resultado da administragao
de anticorpo, ndo somente células cancerigenas, mas também células normais
nas quais um antigeno-alvo foi expresso podem ser danificadas, ocasionando
assim um efeito colateral (ou adverso), que se torna problematico. Por

conseguinte, espera-se que, se for possivel identificar os antigenos de cancer
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que sao expressos especificamente na superficie de uma célula cancerigena, e
usar como medicamentos os anticorpos tendo como alvo tais antigenos, entao,
o tratamento com medicamentos baseados em anticorpos que pode ocasionar
menos efeitos colaterais poderia ser concretizado.

A proteina 1 citoplasmatica e associada a proliferacao (CAPRIN-
1) € uma proteina intracelular que é expressa quando células normais em fase
de repouso sdo ativadas ou se submetem a divisdao celular. A CAPRIN-1 &
também conhecida por estar envolvida na regulagdo do transporte e da
traducdo de mRNAs através da formagdo de granulos de estresse
citoplasmatico com RNA em uma célula. A CAPRIN-1 tem diferentes nomes,

tais como proteina 1 de membrana ancorada a GPI| e proteina componente de

_membrana do. marcador 1 .de superficie -(M11S1), -se esta -proteina for

conhecida como uma proteina de membrana. Estes diferentes nom es sao
derivados da publicagao (J. Biol. Chem., 270: 20717 20723 1995) de que
sequenma gemca de CAPRIN 1 tem onglnalmente uma regiao de ligagao a GPI
e CAPRIN-1 € uma proteina de membrana expressa em células cancerigenas
de coélon. Foi posteriormente relatado que a sequéncia génica de CAPRIN-1
descrita na publicagdo mencionada nao estava correta; isto €, uma alteragao
frame-shift ocorreu por delecéo de um Unico nucleotideo da sequéncia génica
de CAPRIN-1 atualmente registrado no GenBank ou similares, de modo que 80
aminoacidos foram deletados da regido C-terminal e o artefato resultante (74
aminoacidos) foi a porgao de ligacdo a GPI da publicagéo; e um outro erro
também estava presente na extremidade 5' da sequéncia génica, resultando
assim na delecao de 53 aminoacidos da regido N-terminal (J. Immunol., 172:
2389-2400, 2004). Adicionalmente, foi relatado que a proteina codificada pela
sequéncia génica de CAPRIN-1 atualmente registrada no GenBank ou

similares nao é uma proteina de membrana celular (J. Immunol., 172: 2389-

2400, 2004).
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Além disso, com base no relatério de J. Biol. Chem., 270: 20717-
20723, 1995, a CAPRIN-1 é uma proteina de membrana celular. Os
documentos de patente US2008/0075722 e WO2005/100998 revelam que a
CAPRIN-1 sob o nome de M11S1 pode ser usada para terapia de cancer como
um alvo de medicamentos a base de anticorpos para a terapia de cancer e
como uma das proteinas de membrana celular; entretanto, os Exemplos nao
contém descricao da terapia de cancer que usa um anticorpo contra a proteina.
Entretanto, conforme relatado em J. Immunol.,, 172:2389-2400, 2004,
acreditava-se que, desde o depédsito do documento US2008/0075722 até o
presente momento, a CAPRIN-1 ndo era expressa na superficie de uma célula

e, dessa forma, é 6bvio que os contelidos dos documentos US2008/0075722 e

- WO02005/100998 baseados _ somente. nessa-.informagéo -incorreta- que a—

CAPRIN-1 é uma proteina de membrana celular nao devem ser interpretados

como conhecimento de técnica comum de pessoas versadas na técnica.

DESCRIGAO RESUMIDA DA INVENGAO

PROBLEMA A SER RESOLVIDO PELA INVENCAO

Um objeto da presente invengao consiste em identificar proteinas
de antigeno de cancer especificamente expressas na superficie de células
cancerigenas e fornecer um uso de anticorpos que tem como alvo tais
proteinas como agentes terapéuticos e/ou preventivos (ou profilaticos) para
cancer.

MEIOS PARA RESOLVER PROBLEMA

Como um resultado de estudos intensos, os presentes inventores
obtiveram agora cDNA que codifica uma proteina que se liga a um anticorpo
presente no soro de um organismo contendo tumor através do método SEREX
com o uso de bibliotecas de cDNA derivadas de tecido de testiculo e soros de
caes com cancer de mama. Com o uso dos genes caninos obtidos e dos genes

homélogos a isto de humano, bovino, equino, camundongo e frango, as
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proteinas CAPRIN-1 que tém sequéncias de aminoacido mostrada nos
nimeros pares da SEQ ID NOs: 2 a 30 (isto €, SEQ ID NOs com numeros
pares: 2 a 30) e anticorpos contra as proteinas CAPRIN-1 foram preparados
agora. Além disso, os presentes inventores concluiram que a CAPRIN-1 é
especificamente expresso nas células de cancer de mama, tumor cerebral,
leucemia, linfoma, cancer de pulmao, cancer de eséfago, cancer de célon,
cancer gastrico e cancer de rim, e aquelas porgées das proteinas CAPRIN-1
sao especificamente expressa s na superficie de tais células cancerigenas.
Adicionalmente, os presentes inventores concluiram agora que os anticorpos
contra as porgbes de CAPRIN-1 expressas em superficies de célula
cancerigena podem danificar (ou prejudicam) células cancerigenas que

expressam CAPRIN-1. Estas revelagdes levam  a- conclusdo-da- presente

invengao.

Portanto, a presente invengdo tem caracteristicas conforme

descrito abaixo.

A"presenfe invengao fornece uma composigéd farmacéutica para
tratamento e/ou prevengdo de um céancer, que compreende, como um
ingrediente ativo, um anticorpo ou um fragmento do mesmo que tem uma
reatividade imunolégica a uma proteina CAPRIN-1, que tem uma sequéncia de
aminoacido mostrada em qualquer uma das sequéncias de numeragao par das
SEQ ID Nos: 2 a 30, ou uma sequéncia de aminoacido que tem 80% ou mais,
de preferéncia 85% ou mais, com mais preferéncia 90% ou mais, e com
preferéncia adicional 95% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoacido de qualquer uma das sequéncias de numeragao par
das SEQ ID NOs: 2 a 30, ou com um fragmento da proteina CAPRIN-1 que
compreende 7 ou mais aminoacidos consecutivos.

Em uma modalidade da presente invengao, o cancer é cancer de

mama, tumor cerebral, leucemia, linfoma, cancer de pulmao, cancer de
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esofago, cancer de coélon, cancer gastrico (ou estomacal) ou cancer de rim.

Em uma outra modalidade da presente invencao, o anticorpo &
um anticorpo monoclonal ou policlonal.

Em uma outra modalidade da presente invengéo, o anticorpo €
um anticorpo humano, um anticorpo humanizado, um anticorpo quimérico, um
anticorpo de cadeia Unica ou um anticorpo biespecifico.

Em uma outra modalidade da presente invengdo, o anticorpo é
um anticorpo que tem uma reatividade imunoldgica a um polipeptideo que tem
a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 37 ou SEQ ID NO: 136,
ou uma sequéncia de aminoacido que tem 80% ou mais, de preferéncia 85%

ou mais, com mais preferéncia 90% ou mais, e com preferéncia adicional 95%

~ ou_mais_de identidade de sequéncia.com a sequéncia de-aminoacido, ou com

um fragmento do polipeptideo.

Em uma outra modalidade da presente invengdo, na composigcao

farmacéutica para tratamento e/ou preveng¢ao de um cancer que compreende o

‘anticorpo como um ingrediente ativo, o anticorpo acima é um dentre os

anticorpos (a) a (k) descritos abaixo e tem uma reatividade imunolégica com
uma proteina CAPRIN-1.

(a) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada que compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 40,
41 e 42, e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 44, 45 e 46.

(b) Um anticorpo que compreende uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostrada nas SEQ ID NOs: 40, 41 e
42, e uma regido variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 50, 51 e 52.

(c) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia

pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 40, 41 e
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42, e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 55, 56 e 57.

(d) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 40, 41 e
42, e uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 60, 61 e 62.

(e) Um anticorpo que compreende uma regidao variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostrada nas SEQ ID NOs: 40, 41 e
42, e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 65, 66 e 67.

(f) Um anticorpo que compreende uma regido variavel de cadeia

_pesada_compreendendo_as sequéncias mostradas nas SEQ-ID NOs: 70; 71-e

72, e uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias

mostradas nas SEQ ID NOs: 74, 75 e 76.

(g) Um antlcorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia

pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 80, 81 e
82, e uma regido variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 84, 85 e 86.

(h) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 90, 91 e
92, e uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 94, 95 e 96.

(i) Um anticorpo que compreende uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 100, 101
e 102, e uma regidao variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 104, 105 e 106.

() Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia

pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 110, 111
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e 112, e uma regiao variavel de cadeia leve compreendendo as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 114, 115 e 116.

(k) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada compreendendo as sequéncias mostradas nas SEQ ID NOs: 120, 121
e 122, e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas nas SEQ ID NOs: 124, 125 e 126.

EFEITOS DA INVENCAO

Os anticorpos contra CAPRIN-1 usada na presente invencao
danificam (ou prejudicam) células cancerigenas. Portanto, tais anticorpos
contra CAPRIN-1 sao uteis para tratamento ou prevencgao de canceres.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura_1 mostra os padrées de expressao- de-genes -que ~

codificam proteinas CAPRIN-1 em tecidos normais e linhagens de célula
tumoral. Nesta Figura, a referéncia n° 1 mostra o padrao de expressao ’de c_ada )
Eene"quewcodijr"lca EAPIERIN—?, e ; ref;rénT:ié rT° 2 ;lost;a o;ad;éo de expressao
do gene GAPDH. . |

A Figura 2 mostra a atividade citotdxica de um anticorpo para
CAPRIN-1 (ou anticorpo anti-CAPRIN-1) contra a linhagem da célula do cancer
de mama que expressa o gene CAPRIN-1 (T47D). Nesta Figura, a referéncia
n° 3 mostra a atividade ap6és a adi¢cao do anticorpo anti-CAPRIN-1, a referéncia
n° 4 mostra a atividade apés adigao de anticorpo de controle, e a referéncia n°
5 mostra a atividade na auséncia de qualquer anticorpo.

A Figura 3 mostra a atividade citotéxica de um anticorpo para
CAPRIN-1 (ou anticorpo anti-CAPRIN-1) contra a linhagem de célula do cancer
de mama que expressa o gene CAPRIN-1 (MDA-MB-157). Nesta Figura, a
referéncia n® 6 mostra a atividade ap6s adigéo do anticorpo anti-CAPRIN-1, a
referéncia n® 7 mostra a atividade apoés a adigao de anticorpo de controle e a

referéncia n® 8 mostra a atividade na auséncia de qualquer anticorpo.
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A Figura 4 mostra a citotoxicidade contra a linhagem celular MDA-
MB-157 de cancer de mama que expressa CAPRIN-1, sendo que a
citotoxicidade & exibida pelos anticorpos monoclonais para CAPRIN-1 (isto &,
os anticorpos monoclonais n°1 a n°11), que sao reativos com a superficie da
célula cancerigena. Especificamente, esta Figura mostra os niveis de atividade
apés a adigcao do anticorpo monoclonal n°1 a CAPRIN-1 (referéncia n° 9), do
anticorpo monoclonal n°2 a CAPRIN-1 (referéncia n° 10), do anticorpo
monoclonal n°3 a CAPRIN-1 (referéncia n° 11), do anticorpo monoclonal n°4 a
CAPRIN-1 (referéncia n° 12), do anticorpo monoclonal n°5 a CAPRIN-1
(referéncia n°® 13), do anticorpo monoclonal n°6 a CAPRIN-1 (referéncia n° 14),
do anticorpo monoclonal n°7 a CAPRIN-1 (referéncia n° 15), do anticorpo
monoclonal n°8 a CAPRIN-1 (referéncia n° 16),.do.anticorpo moneclonal n°9 a
CAPRIN-1 (referéncia n° 17), do anticorpo monoclonal n°10 a CAPRIN-1

(referéncia n° 18), e do anticorpo monoclonal n°11 a CAPRIN-1 (referér_xcia; n‘:

~ 19), do Tivel de atividade aapf’Js a a;digéo;dewun; anticorpo monoclonal reativo

com a propria proteina’ CAPRIN-1, mas ndo com a superficie da célula
cancerigena (referéncia n° 20), e do nivel de atividade apds a adicao de PBS
em vez de cada anticorpo (referéncia n°® 21).

As Figuras 5a a 5¢c mostram o efeito antitumoral dos anticorpos
monoclonais para CAPRIN-1 (isto é, os anticorpos monoclonais n°1 a n°11)
reativos com a superficie de uma célula cancerigena, em camundongos Balb/c
nos quais o carcinoma de camundongo a linhagem celular CT26 que expressa
a CAPRIN-1 foi transplantado. Estas Figuras mostram os tamanhos de tumor
de camundongo apés a administragdo do anticorpo monoclonal n°1 em
CAPRIN-1 (referéncia n°® 22), do anticorpo monoclonal n°2 em CAPRIN-1
(referéncia n® 23), do anticorpo monoclonal n°3 em CAPRIN-1 (referéncia n°
24), do anticorpo monoclonal n°4 em CAPRIN-1 (referéncia n° 25), do anticorpo

monoclonal n°5 em CAPRIN-1 (referéncia n° 26), do anticorpo monoclonal n°6
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em CAPRIN-1 (referéncia n° 27), do anticorpo monoclonal n°7 em CAPRIN-1
(referéncia n° 28), do anticorpo monoclonal n°8 em CAPRIN-1 (referéncia n°
29), do anticorpo monoclonal n°9 em CAPRIN-1 (referéncia n® 30), do anticorpo
monoclonal n°10 em CAPRIN-1 (referéncia n° 31), e do anticorpo monoclonal
n°11 em CAPRIN-1 (referéncia n° 32), do tamanho de tumor de camundongo
apos a administragdo de um anticorpo monoclonal reativo com a prépria
proteina CAPRIN-1, mas ndo com a superficie da célula cancerigena
(referéncia n° 33), e o tamanho de tumor de camundongo apds a administragcao
de PBS em vez de cada anticorpo (referéncia n° 34). V

As Figuras 6a a 6¢c mostram o efeito antitumoral de anticorpos

monoclonais em CAPRIN-1 (isto &€, anticorpos monoclonais n°1 a n°11) reativos

com a superﬁCIe de uma ~célula cancerigena, em camundongos -Balb/c-nos - -

quals a Imhagem celular N1E de carcinoma de camundongo que expressa

CAPRIN-1 foi transplantada. Estas Figuras mostram os tamanhos de tumor de 7
camundongo apés a administracdo do antlcorpo mor;oélonal n°1 a CAPRIN 1
(referéncia n°® 35), do anticorpo monoclonal n°2 a CAPRIN-1 (referéncia n° 36),
do anticorpo monoclonal n°3 a CAPRIN-1 (referéncia n° 37), do anticorpo
monoclonal n°4 a CAPRIN-1 (referéncia n® 38), do anticorpo monoclonal n°5 a
CAPRIN-1 (referéncia n° 39), do anticorpo monoclonal n°6 a CAPRIN-1
(referéncia n° 40), do anticorpo monoclonal n°7 contra CAPRIN-1 (referéncia n°®
41), do anticorpo monoclonal n°8 contra CAPRIN-1 (referéncia n° 42), do
anticorpo monoclonal n°9 contra CAPRIN-1 (referéncia n°® 43), do anticorpo
monoclonal n°10 a CAPRIN-1 (referéncia n° 44), e do anticorpo monoclonal
n°11 contra CAPRIN-1 (referéncia n°® 45), o tamanho de tumor de camundongo
apés a administracdo de um anticorpo monoclonal reativo com a propria
proteina CAPRIN-1, mas nao com a superficie da célula cancerigena

(referéncia n° 46), e o tamanho de tumor de camundongo apés a administragao

de PBS em vez de cada anticorpo (referéncia n°® 47).
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Conforme descrito abaixo, a atividade antitumoral de anticorpos
para o polipeptideo mostrado em qualquer uma das SEQ ID NOs com nameros
pares: 2 a 30 (isto €, SEQ ID NOs: 2, 4, 6...28 e 30) usadas na presente
invengdo pode ser avaliada através do exame in vivo da inibicdo de
crescimento tumoral em um animal com tumor, ou através do exame in vitro
para determinar se a atividade citotoxica mediada por complemento ou
imundcito contra células tumorais que expressam o polipeptideo é exibida ou
nao.

Além disso, as sequéncias de nucleotideo de polinucleotideos que

codificam as proteinas consistem nas sequéncias de aminoacido mostradas

- conT” Rlieres impares: 1 a 29 (lsto é, 'SEQ ID NOs: 1, 3, 5.27 e 29),'

respectivamente.

_ As sequéncias de aminoacido mostradas nas SEQIDNOs 6, 8,
10, 12 e 14 na Listagem de Sequéncia revelada de acordo com a presente
invengéo sdo as sequéncias de aminoacido das proteinas CPRIN-1, que foram
isoladas, através do método SEREX com o uso de bibliotecas de cDNA
derivadas de tecido de testiculo canino e soros de caes com cancer de mama,
como polipeptideos capazes de se ligar a anticorpos especificamente que
existem nos soros de caes com tumor; as sequéncias de aminoacido mostrada
nas SEQ ID NOs: 2 e 4 sao as sequéncias de aminoacido das proteinas
CPRIN-1 isoladas como homoélogos humanos dos ditos polipeptideos caninos;
a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 16 é a sequéncia de
aminoacido da proteina isolada como um homélogo bovino do dito polipeptideo
canino; a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 18 é a sequéncia
de aminoacido da proteina isolada como um homoélogo equino do dito

polipeptideo canino; as sequéncias de aminoacido mostrada nas SEQ ID NOs
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(com numeros pares): 20 a 28 sao as sequéncias de aminoacido das proteinas
CPRIN-1 isoladas como homélogos de camundongos dos ditos polipeptideos
caninos; e a sequéncia de aminoacido m ostradana SEQ ID NO: 30 € a
sequéncia de aminoacido das proteina isoladas como um homologo de frango
do dito polipeptideo canino (vide, Exemplo 1 descrito abaixo). A CAPRIN-1 &
conhecida por ser expressa quando a ativagdo ou divisdo celular de células
normais na fase de repouso ocorre.

Sabe-se que a CAPRIN-1 ndao é expressa na superficie de
células. Entretanto, como um resultado do exame juntamente com a presente
invengao, foi revelado agora que certas porgoes de proteina CAPRIN-1 sao

expressas nas superficies de varias células cancerigenas. De acordo com a

CAPRIN-1 expressa em superficies de célula cancerigena &, de preferéncia,

usado. Os exemplos dos peptideos parciais na proteina CAPRIN-1 expressa

nas superficies de célula cancerigena‘incluém polipeptideos que consistem em

uma sequéncia de 7 ou mais aminoacidos consecutivos na regiao do residuo
dé aminoacido n° (ou aminoacidos (aa)) 50 a 98 ou residuo de aminoacido n°
(aa) 233 a 305 em uma sequéncia de aminoacido mostrada em qualquer uma
dentre as SEQ ID NOs com numeros pares: 2 a 30, com excegédo de SEQ ID
NOs: 6 e 18, na Listagem de Sequéncia. Os exemplos especificos das mesmas
incluem a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 37 ou 136 (de
preferéncia, a regido da sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:
137 ou 138 na sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 136), ou
uma sequéncia de aminoacido que tem 80% ou mais, de preferéncia, 85% ou
mais, com mais preferéncia, 90% ou mais, e com preferéncia adicional, 95% ou
mais identidade de sequéncia com as ditas sequéncias de aminoacido. Os
anticorpos da presente invengao incluem todos os anticorpos capazes de se

ligar aos peptideos acima e que tém atividade antitumoral.
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Os anticorpos para CAPRIN-1 uteis na presente invengao
conforme descrito acima podem ser quaisquer tipos dos mesmos, desde que
exibam atividade antitumoral. Os exemplos dos mesmos incluem anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, anticorpos sintéticos, anticorpos
multiespecificos, anticorpos humanos, anticorpos humanizados, anticorpos
quiméricos, anticorpos de cadeia Gnica (scFV), e fragmentos dos mesmos tais
como Fab e F(ab'),. Estes anticorpos e fragmentos dos mesmos podem ser
preparados por métodos conhecidos por elementos versados na técnica. Na
presente invengéo, os anticorpos capazes de se ligar especificamente a uma
proteina CAPRIN-1 sido desejaveis. Tais anticorpos sao, de preferéncia,
anticorpos monoclonais; entretanto, desde que os anticorpos homogéneos
possam ser estavelmente produzidos, os anticorpos pql_iqlp_najg também podem

ser_usados.. Além-disso, ‘se o individuo for um humano, um anticorpo humano

ou um anticorpo humanizado é desejavel com a finalidade de impedir ou inibir a

imunorrejeigao. o .
o 7A expressdo "que se liga especificamente a uma proteina
CAPRIN-1" conforme usado no presente documento significa que um anticorpo
de interesse se liga especificamente a proteina CAPRIN-1 e nao se liga
substancialmente a outras proteinas.

Conforme descrito abaixo, a atividade antitumoral de um anticorpo
usado na presente invengdo pode ser avaliada através do exame in vivo da
inibicao de crescimento tumoral em um animal com tumor, ou do exame in vitro
para determinar se a atividade citotoxica mediada por complemento ou
imundcito contra células tumorais que expressam o polipeptideo é exibida ou
nao.

Além do mais, os individuos em necessidade de tratamento e/ou
prevencao de cancer de acordo com a presente invengao sao ma_mjferos tais

como humanos, animais domésticos, animais de fazenda ou animais
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esportistas. O individuo preferencial € um humano.

A producdo de antigenos, a produgdo de anticorpos, e as
composi¢cdes farmacéuticas, relacionadas a presente invengéo, serao
explicadas abaixo.

PRODUGAO DE ANTIGENOS USADOS PARA PRODUGAO DE ANTICORPO

As proteinas ou fragmentos das mesmas usadas como antigenos
de sensibilizagdo para obter anticorpos para CAPRIN-1 usados na presente
invencdo nao sdo limitadas em termos de origens tais como de animais
incluindo, por exemplo, humanas, caninas, bovinas, equinas, de camundongos,
de ratos e de aves. Entretanto, tais proteinas ou fragmentos das mesmas sao,
de preferéncia, selecionadas em vista de compatibilidade com células parentais
usadas para fusao celular. As protelnas denvadas de mamifero séo.geralmente -

preferenmans e protemas derivadas de humano sao particularmente

preferenciais. Por exemplo, se a CAPRIN-1 € CAPRIN-1 humana, uma proteina -
~ CAPRIN-1 humana, um -peptideo parcial’ da” mesma, ou células éabézes de

expressar CAPRIN-1 humana podem ser usadas.

As sequéncias de nucleotideo e as sequéncias de aminoacido de
CAPRIN-1 humana e homoélogos das mesmas podem ser obtidas, por exemplo,
através do acesso ao GenBank (NCBI, EUA) e do uso do algoritmo BLAST ou
FASTA (Karlin and Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 90:5873-5877,1993;
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997).

De acordo coma presente invengdo, quando a sequéncia de
nucleotideo (SEQ ID NO: 1 ou 3) ou a sequéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 2
ou 4) de CAPRIN-1 humana é usada como uma sequéncia base, os alvos sao
os acidos nucléicos ou proteinas que consistem em uma sequéncia que tem
70% a 100%, de preferéncia, 80% a 100%, com mais preferéncia, 90% a
100%, e com preferéncia adicional, 95% a 100% (por exemplo, 97% a 100%,

98% a 100%, 99% a 100%, ou 99,5% a 100%) de identidade de sequéncia com
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a sequéncia de nucleotideo ou a sequéncia de aminoacido do ORF ou porgao
madura da sequéncia base de nucleotideo ou sequéncia de aminoacido. O
termo "% de identidade de sequéncia” conforme usado no presente documento
significa uma porcentagem (%) do numero de aminoacidos idénticos (ou
nucleotideos) para o ndmero total de aminoacidos (ou nucleotideos) no caso
em que as duas sequéncias sdo alinhas de tal modo que a similaridade
maxima possa ser alcangada com ou sem a introdugéo de lacunas.

Os fragmentos de uma proteina CAPRIN-1 tém comprimentos na
faixa do comprimento do aminoacido de um epitopo (ou 'um determinante
antigénico), que € a menor unidade de um antigeno reconhecido por um
anticorpo, para menos que o comprimento total da proteina. O epitopo se

refere a um fragmento de polipeptideo que_tem antigenicidade ou

imunogenicidade em mamiferos e, de preferéncia, em humanos. A menor

unidade de fragmento de polipeptideo consiste em aproximadamente 7 a 12

“aminoécidos e, por exemplo, 8 a 11 aminoacidos. Um exemplo esbecifico da
mesma € a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO: 37, SEQ ID
NO: 137, ou SEQ ID NO: 138, ou uma sequéncia de aminoacido que tem 80%
ou mais, de preferéncia, 85% ou mais, com mais preferéncia, 90% ou mais, e
com preferéncia adicional, 95% ou mais de identidade de sequéncia com a dita
sequéncia de aminoacido.

Os polipeptideos que compreende a proteina CAPRIN-1 humana
supramencionada e os peptideos parciais da mesma pode, ser sintetizados de
acordo com os métodos de sintese quimica tal como o método Fmoc (método
de fluorenilmetiloxicarbonil) ou 0 método tBoc (método t-butiloxicarbonil) (the
Japanese Biochemical Society (ed.), "Biochemical Experimentation Course
(Seikagaku Jikken Koza) 1," Protein Chemistry IV, Chemical Modification and
Peptide Synthesis, Kagaku-dojin Publishing Company, Inc. (Japao), 1981).

Ademais, eles podem ser sintetizados por métodos gerais que usam uma
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variedade de sintetizadores de polipeptideo comercialmente disponiveis. Além
disso, os polipeptideos de interesse podem ser obtidos através da preparagao
de polinucleotideos que codificam os polipeptidios acima que usam os métodos
de engenharia genética conhecidos (Sambrook et al., Molecular Cloning, 2nd
edition, Current Protocols in Molecular Biology (1989), Cold Spring Harbor
Laboratory Press; Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, 3rd
edition, A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology
(1995), John Wiley & Sons, etc.), que incorporam cada um dos polinucleotideos
em um vetor de expressao e introduzem o vetor em uma célula hospedeira,
permitindo assim que a célula hospedeira produ za o polipeptideo. Através
disto, os polipeptideos desejados podem ser obtidos.

o ... Os  polinucleotideos.. que _codificam—. os .polipeptideos-
supramencionados podem ser prontamente preparados por técnicas de

engenharia genética conhecidas ou métodos gerais que usam sintetizadores de

acido nucléico cbrﬁercialmente:Tii'sponiveis. Por exemplo, o ‘bNA que
compreende a sequéncia de nucleotideo mostrada na SEQ ID NO: 1 pode ser
preparado por PCR com o uso de uma biblioteca de DNA ou cDNA de
cromossomo humano como um modelo e um par de iniciadores projetados
para permitir a amplificacdo da sequéncia de nucleotideo mostrada na SEQ 1D
NO: 1. As condigées de PCR podem ser apropriadamente determinadas. Por
exemplo, tais condigbes podem compreender a condugdo de 30 ciclos das
etapas de reagdo (como um ciclo) que consistem em: 94°C, 30 segundos
(desnaturagao); 55°C, 30 segundos a 1 minuto (recozimento); e 72°C, 2
minutos (alongamento) com o uso de uma polimerase de DNA termoestavel
(por exemplo, polimerase Taq) e um tampdo de PCR que contém Mg®', .
seguido da reagdo a 72°C por 7 minutos apds a conclusdo dos 30 ciclos.
Entretanto, a presente invengao néo estd limitada as condigbes de PCR

exemplificadas acima. As técnicas e as condi¢ées de PCR séao descritas, por
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exemplo, em Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, 3rd edition, A
Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology (1995),
John Wiley & Sons (Capitulo 15, em particular).

Alem disso, o DNA desejado pode ser isolado através da
preparagao de sondas e iniciadores apropriados com na informacéo sobre as
sequéncias de aminoacido e nucleotideo mostradas nas SEQ ID NOs: 1 a 30
na Listagem de Sequéncia descrita no presente documento, e da triagem de
um biblioteca de ¢cDNA humano ou similares com o uso de tais sondas e
iniciadores. De preferéncia, tal biblioteca de cDNA é produzida a partir de uma
célula, érgédo ou tecido no qual a proteina com qualquer uma das SEQ ID NOs
com numeros pares: 2 a 30 € expressa. Os exemplos de célula ou tecido

_incluem células ou tecidos de testiculos_e de canceres.ou.tumores, tais-como
leucemia, cancer de mama, linfoma, tumor cerebral, cancer de pulmao e cancer
de cdlon. As operagbes tais como a preparagdo de sondas ou iniciadores,

“construgao de bibliotecas de cDNA, triagem de bibliotecas de cDNA, e
clonagem dé genes de interesse, conforme descrito acima, sdo conhecidas
pelos elementos versados na técnica, e podem ser executadas de acordo com,
por exemplo, os métodos descritos em Sambrook et al., Molecular Cloning, 2nd
edition, Current Protocols in Molecular Biology (1989) and Ausbel et al. (ibid.).
Os DNAs que codificam proteina CAPRIN-1 humana e os peptideos parciais da
mesma podem ser obtidos a partir DNAs obtidos dessa forma.

As células hospedeiras descritas acima podem ser quaisquer
células, desde que possam expressar os polipeptideos descritos acima. Um
exemplo de célula hospedeira procaridtica inclui, mas nao se limita a,
Escherichia coli. Os exemplos de células hospedeiras eucaritticas incluem,
mas nao se limitam a, células de mamifero tais como célula de rim de macaco
(COS1), célula do ovario de hamster chinés (CHO), linhagem celular de rim de

embrido humano (HEK293), e linhagem celular de pelo de embrido de
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camundongo (NIH3T3), células de levedura tais como levedura germinante e
células de levedura divisoras, células de bicho-da-seda e células de ovo
Xenopus.

Quando as células procaridticas sdao usadas como células
hospedeiras, um vetor de expressao que tem uma origem replicavel em células
procaridticas, um promotor, um sitio de ligagcdo a ribossomo, um sitio
multiclonagem, um terminante, um gene de resisténcia a droga, um gene
complementar auxotréfico ou similares podem ser usados. Como vetores de
expressao para Escherichia coli, os vetores pUC, pBluescriptll, sistemas de
expressdo pET, sistemas de expressdao pGEX, e similares podem ser
exemplificados. Um DNA que codifica o polipeptideo acima é incorporado em

_tal vetor de expresséo, uma célula hospedeira procariética é-transformada-com--—
o vetor e, entdo, a célula transformada obtida dessa forma é cultivada, de modo

que o polipeptideo codificada pelo DNA possa ser expresso na célula

mhospédeirg procari-aica. Neét;é instant;, o poli;eptideo ;mbém r;ode ser
expresso como uma proteina de fusao com outra proteina.

Quando células eucariéticas sao usadas como células
hospedeiras, vetores de expressdao para células eucaridticas que tém uma
promotor, uma regiao de divisao, a poli(A) adicao site, ou similares podem ser
usados. Os exemplos de tais vetores de expressdo incluem pKA1, pCDMS,
pSVK3, pMSG, pSVL, pBK-CMV, pBK-RSV, vetor EBV, pRS, pcDNA3 e
pPYES2. Através de procedimentos similares aqueles mencionados acima, um
DNA que codifica o polipeptideo supramencionado é incorporado em tal vetor
de expressao, uma célula hospedeira eucariética é transformada com o vetor e,
entao, a célula transformada obtida dessa forma é cultivada, de modo que o
polipeptideo codificado pelo DNA acima possa ser expresso na celula
hospedeira eucariética. Quando pIND/V/5-His, pFLAG-CMV-2, pEGFP-N1,

pEGFP-C1 ou similares & usado como um vetor de expressao, o polipeptideo



20

25

19

acima pode ser expresso como uma proteina de fusdo com um etiqueta, tal
como etiqueta His (por exemplo, (His)s a (His)1o), etiqueta FLAG, etiqueta myc,
etiqueta HA ou GFP.

Para introdugdo de um vetor de expressdo em uma célula
hospedeira, métodos conhecidos podem ser empregados, tal como
eletroporacdo, um método de fosfato de calcio, um método de lipossomo, um
método de dextran DEAE, micro-injegcéo, infecgao viral, lipofecgéo e ligagao
com um peptideo permeavel em membrana celular.

O isolamento e a purificagdo de um polipeptideo de interesse de
células hospedeiras podem ser executados com o uso de técnicas de
isolamento conhecidas em combinagdo. Os exemplos de tais técnicas
conhecidas incluem, mas nao se limitam a, tratamento com o.uso.de um-agente
desnaturante tal como uréia ou um tensoativo, ultrassonicagéo, digestédo
enzimatica, salinizagdo, fracionamento e precipitagcido de solvente, didlise,
céntrifugacao, ultrafiltragao, ﬁltraggo a__ael, SZDS-I;‘AGEi eIetTofor;e c:m fo;co
isoelétrico, cromatografia com troca de fon, cromatografia hidrofébica,
cromatografia por afinidade e cromatografia de fase reversa.

ESTRUTURA DE ANTICORPO

Em geral, os anticorpos sdo glicoproteinas heteromultiméricas
que compreendem pelo menos duas cadeias pesadas e duas cadeias leves.
Nesse interim, os anticorpos exceto para IgM sao glicoproteinas
heterotetraméricas (aproximadamente, 150 kDa) que compreendem duas
cadeias leves idénticas (L) e duas cadeias pesadas idénticas (H). Tipicamente,
cada cadeia leve é conectada a uma cadeia pesada através de uma Unica
ligagéo de dissulfeto covalente. Entretanto, o nimero de ligacdes de dissulfeto
entre cadeias pesadas varia dentre diferentes isotipos de imunogloblina. Cada
cadeia pesada e cadeia leve também tem uma ligagdo de dissulfeto intra-

cadeia. Cada cadeia pesada tem um dominio variavel (regido VH) em uma -
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extremidade da mesma, na qual algumas regides constantes sao ligadas em
série. Cada cadeia leve tem um dominio variavel (regido VL) em uma
extremidade da mesma e tem uma Unica regiao constante na extremidade
oposta da mesma. A regidao constante de uma cadeia leve é alinhada com a
primeira regido constante d e uma cadeia pesadae o dominio variavel de
cadeia leve & alinhado com o dominio variavel de cadeia pesada. Uma regiado
especifica de um dominio variavel de anticorpo, que € chamada de "regiao
determinante complementar (CDR)” exibe variabilidade especifica com a
finalidade de conferir especificidade de ligagdo a um anticorpo. Uma porgao
relativamente conservada em uma regido variavel € chamada de '"regido
estrutural (FR)". Um dominio variavel de cadeia pesada ou de cadeia leve
corsnp!etg compreende 4 FRs conectados entre si através.de.3 CDRs-~Tais
CDRs s@o chamados de "CDRH1," "CDRH2", e "CDRH3", respectivamente, em

tal ordem a partir da terminagdo N em uma cadeia pesada. Similarmente para

- uma cadeia” leve, eles sdo chamados "CDRL1," "CDRL2", e "CDRL3',

respectivamente. O CDRH3 desempenha o papel mais importante em termos
de especificidade de ligagdo de anticorpo-antigeno. Além disso, os CDRs em
cada cadeia sao retidos por regides FR no estado em que elas estao préximas
entre si, e contribuem para a formagdo de sitios de ligagcdo de anticorpo-
antigeno com CDRs em uma cadeia correspondente. As regides constantes
nao contribuem diretamente com a ligagéao anticorpo-antigeno. Entretanto, eles
exibem varias fungdes efetoras como a associagdo a citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpo (ADCC), fagocitose através da ligagao
com um receptor Fcg, taxa de meia-vida/resolugao por meio de um receptor Fc
neonatal (FcRn), e citotoxicidade dependente de complemento (CDC) por meio
de um componente C1q na cascata complemento.

PRODUCAO DE ANTICORPOS -

O termo "anticorpo anti-CAPRIN-1" usado na presente invengao
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refere-se a um anticorpo que tem uma reatividade imunolégica com uma
proteina CAPRIN-1 de tamanho normal ou um fragmento da mesma.
O termo "reatividade imunoldgica" usado na presente invengao
indica as caracteristicas de uma ligagao de anticorpo in vivo a um antigeno de
5 CAPRIN-1. A fungao de danificagdo do tumor (por exemplo, morte, inibicéo, ou
regress@ao) pode ser expressa como um resultado dessa ligagao.
Especificamente, qualquer tipo de anticorpo pode ser usado na presente
invengéo contanto que o anticorpo possa se ligar a uma proteina CAPRIN-1
. para danificar um tumor ou um cancer como leucemia, linfoma, cancer de
10 mama, tumor cerebral, cancer de pulmao, cancer esofagico, cancer gastrico,
cancer dos rins, ou cancer de célon.

Exemplos desses anticorpos .incluem--anticorpos -monocionais;

anticorpos policlonais, anticorpos sintéticos, anticorpos multiespecificos,
anticorpos de ser humano, anticorpos humanizados, anticorpos quiméricos:
“15  anticorpos de cadeia l'J.niC;, e f;-—égmenTos de—fanticckairpo (;;)r ex:mplo,iFab e
F(ab'),). Além disso, exemplos de classes de imunoglobulina arbitrarias desses
anticorpos incluem IgG, IgE, IgM, igA, IgD, e IgY, e exemplos de subclasses de
imunoglobulina arbitrarias incluem IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, e IgA2.
Os anticorpos podem ser adicionalmente modificados por meio de
20 acetilacao, formilagao, amidacao, fosforilagao, ou peguilagao (PEG), em adigdo
a glicosilagao.
Exemplos de produgao para uma variedade de anticorpos sao
descritos a seguir.
Em um caso em que um anticorpo de interesse € um anticorpo
25 monoclonal, uma linhagem de células SK-BR-3 de cancer de mama que
expressa CAPRIN-1 ou similares é administrada a camundongos para a
imunizagao, seguido da extragdo do bago dos camundongos. As células sao

separadas de cada baco e, entao, sdo fundidas com as células de mieloma de
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camundongo. Os clones capazes de produzir um anticorpo tendo uma acéao de
inibicdo de crescimento de célula de cancer sdo selecionados a partir das
células fundidas obtidas (hibridomas). Um hibridoma de produgao de anticorpo
monoclonal que tem uma ac¢ao de inibicao de crescimento de célula de cancer
¢é isolado e submetido a cultura. Um anticorpo de interesse pode ser preparado
por meio da purificagdo do sobrenadante de cultura através de um método de
purificacéo por afinidade em geral.

Além disso, um hibridoma de produgdo de anticorpo monoclonal
pode ser produzido da maneira descrita abaixo, por exemplo. Primeiramente,
um animal € imunizado com um antigeno sensibilizante através de um método
conhecido. Em um método em geral, a imunizagdo é executada mediante a
injecdo intraperitoneal ou subcutanea de_um antigeno. sensibilizante- em--um
mamifero. Especificamente, um antigeno sensibilizante é diluido com, ou
suspenso em PBS (solugcao salina tamponada com fosfato), solugéo salina
ﬁsi5légicg, ou similares com uma quzamtid;de r;sulta;te aééquai:la. Céso seja
desejado, uma quantidade adequada de um adjuvante convencional (por
exemplo, adjuvante completo de Freund) &€ misturada com isto. Apés a
realizacao da emulsificagao, o resultante € administrado a um mamifero varias
vezes a cada 4 a 21 dias. Além disso, um carreador apropriado pode ser usado
para a imunizagdo com um antigeno sensibilizante.

Conforme descrito acima, apds a imunizagao de um mamifero e a
confirmagdo de um aumento a um nivel de anticorpo desejado em soro,
imunécitos sado coletados do mamifero e submetidos a fusdo celular.
Particularmente, os exemplos preferenciais de imunocitos sdo o esplendcitos.

As células de mieloma de mamifero sdo usadas como células-
mae relevantes submetidas a fusdao com os imunécitos acima. Para essas
células de mieloma, os varios exemplos a seguir de linhagens celulares

conhecidas sao usados de preferéncia: P3U1 (P3-X63Ag8u1), P3
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(P3x63Ag8.653) (J. Immunol. (1979) 123, 1548 a 1550), P3x63Ag8U.1 (Current
Topics in Microbiology and Immunology (1978) 81, 1 a 7), NS-1 (Kohler. G. e
Milstein, C. Eur. J. Immunol. (1976). 6, 511 a 519), MPC-11 (Margulies. d. H. et
al., Cell (1976) 8, 405 a 415), SP2/0 (Shulman, M. et al., Nature (1978) 276,
269 e 270), FO (de St. Groth, S. F. et al., J. Immunol. Methods (1980) 35, 1 a
21), S194 (Trowbridge, 1. 58. J. Exp. Med. (1978) 148, 313 a 323), e R210
(Galfre, G. et al., Nature (1979) 277, 131 a 133).

Basicamente, a fusdo celular de imunécitos e de células de
mieloma descrita acima pode ser executada de acordo com um método
conhecido como o método de Kohler e Milstein et al. (Kohler, G. e Milstein, C.
Methods Enzymol. (1981) 73, 3 a 46).

_Mais especificamente, a-fusdo-celular descrita acima-é-executada -

na presenga de um promotor de fusdo celular em uma solugido de cultura
contendo nutrientes convencionais, por exemplo. Exemplos de um promotor de ~
fusao ;ara ser usado inz:luem =polic—:‘ti_-lkeno ;Iicol (T'peg") e virus Sendai (HVJ:
virus hemaglutinante do Japdo). Caso seja desejado, um adjuvante como
dimetilsulfoxida pode ser, adicionalmente, adicionado para aprimorar a
eficiéncia de fusao.

A propor¢ao de imundcitos usada nessas células de mieloma
usadas pode ser determinada arbitrariamente. Por exemplo, a razao entre os
imunécitos em relagao as células de mieloma &, de preferéncia, 1:1 a 10:1.
Exemplos de uma solugédo de cultura que pode ser usada na fusdo celular
descrita acima incluem uma solugdo de cultura RPMI1640 e uma solugdo de
cultura MEM adequada para o crescimento das linhagens celulares de mieloma
acima bem como outras solugbes de cultura convencionais usadas para esse
tipo de cultura celular. Adicionalmente, uma substituicdo de soro, como um
soro fetal de bezerro (FCS), pode ser usada em combinagéao a isso.

Para a fusao celular, os imunécitos acima e as células de mieloma
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sdo suficientemente misturados em quantidades predeterminadas na solugao
de cultura. Uma solugdo PEG (por exemplo, com peso molecuiar médio:
aproximadamente 1000 a 6000) que foi aquecida previamente para
aproximadamente 37°C & adicionada a isso a uma concentragdo de, em geral,
30% a 60% (w/v), seguido de mistura. Isto resulta na formagéo de hibridomas
de interesse. Subsequentemente, etapas operacionais de adicao sequencial de
uma solugao de cultura adequada e a remogdo do sobrenadante por meio de
centrifugagdo sdao executadas repetidamente para remover o(s) agente(s) de
fusdo celular e similares que nao séo preferenciais para o crescimento dos
hibridomas.

Os hibridomas obtidos dessa maneira sdo submetidos a cultura
em uma solugéo de cultura de selegao_convencional -como uma-solugao de
cultura HAT (uma solugdo de cultura que compreende hipoxantina,
aminopterina, e timidina) para selegao. A cultura nessa solugéo de cultura I_flAT
é co‘ntinT._:amenté executada durante um p;riozio ge tgmp=o s;ﬁci;ante (em geral,
de varios dias a varias semanas) para a morte das células (células nao
fundidas) além dos hibridomas de interesse. Em seguida, um método de
diluicdo limitador convencional &€ empregado para triar os hibridomas que
produzem anticorpos de interesse e para executar uma clonagem unica.

Adicionalmente, também ¢é possivel obter hibridomas de
produzem anticorpo de ser humano tendo uma atividade desejada (por
exemplo, atividade de inibicdo de crescimento celular) da maneira a seguir,
assim como obter os hibridomas acima por meio da imunizagdo de animais
ndo-humanos com antigenos. Os linfécitos de ser humano (por exemplo,
linfécitos de ser humano infectados pelo virus EB) sao sensibilizados in vitro
com uma proteina, células que expressam proteina, ou um lisado dos mesmos,
e linfocitos sensibilizados sé@o fundidos com células de mieloma derivadas de

ser humano que tém a capacidade de se dividir permanentemente (por
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exemplo, U266) (n°® de registro TIB196).

Os hibridomas de produgao de anticorpo monoclonal produzidos
conforme mencionado acima podem ser subcultivados em uma solugéo de
cultura convencional. Além disso, eles podem ser conservados em nitrogénio
liquido durante um longo periodo de tempo.

Especificamente, a imunizagdo é executada com o uso de um
antigeno desejado ou células que expressam um antigeno desejado, como
antigeno(s) sensibilizante(s) de acordo com um método de imunizagao
convencional. Os imunécitos obtidos sao fundidos com células méae conhecidas
através de um método de fusao celular convencional. Entdo, as células de
produgéo de anticorpo monoclonal (hibridomas) sao triadas por meio de um
mitoc}g de triagem convencional. Dessa forma, a.produgéao de anticorpos-pode
ser executada.

Outros exemplos de anticorpos que podem ser usados na

= présenite inveng&o incluem an't'icorpos policlonais. Por exemplo, os anticorpos

policlonais podem ser usados da maneira descrita abaixo.

O soro é obtido mediante a imunizagdo de pequenos animais
como camundongos, camundongos para a produgcao de anticorpo de ser
humano, ou coelhos com uma proteina CAPRIN-1 de ocorréncia natural, uma
proteina CAPRIN-1 recombinante que foi expressa como uma proteina fundida
com GST ou similares em um microorganismo como Escherichia coli, ou um
peptideo parcial do mesmo. O soro é purificado através de uma precipitagéao de
sulfato de aménio, cromatografia em coluna de proteina Al/proteina G,
cromatografia por troca idnica DEAE, cromatografia em coluna por afinidade
com uma coluna a qual uma proteina CAPRIN-1 ou um peptideo sintético &
acoplado, ou uma técnica similar para a preparagao de anticorpos policlonais.
Nos exemplos descritos a seguir, um anticorpo policlonal de coelho foi

produzido, e efeitos antitumorais do mesmo foram confirmados, como um
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anticorpo estando contra um peptideo parcial (com a sequéncia mostrada na
SEQ ID NO: 37) de um dominio em uma sequéncia de aminoacidos de proteina
CAPRIN-1 que é expressa nas superficies.de célula de cancer.

Um camundongo para a produgao de anticorpo de ser humano
conhecido usado na presente invengao, por exemplo, € um KM Mouse (Kirin
Pharma/Medarex) ou um XenoMouse (Amgen) (por exemplo, WO02/43478 e
WO02/092812). Quando esses camundongos sdo imunizados com as
proteinas CAPRIN-1 ou fragmentos da mesma, os anticorpos policlonais de ser
humano completos podem ser obtidos a partir do sangue. Além disso, os
anticorpos monoclonais de ser humano podem ser produzidos por meio de um
método de fusdo de esplendcitos coletados junto a camundongos imunizados
com células de mieloma. _ _ . . . - - - - - = -

A preparagao de antigeno pode ser executada de acordo com um

método como um método no qual se faz uso de células animais (Publicacdo de

" Patents JP™ (Kohyo) n° 2007-530068) ou um método que faz uso de um

baculovirus (por exemplo, WO098/46777). Se a imunogenicidade de um
antigeno for baixa, um antigeno sera ligado a uma macromolécula tendo
imunogenicidade, como a albumina. Entdao, o antigeno pode ser usado na
imunizagao.

Adicionalmente, é possivel usar um anticorpo recombinante
genético produzido mediante a clonagem de um gene de anticorpo a partir de
um hibridoma, incorporando o clone em um vetor adequado, introduzindo o
vetor em um hospedeiro, e usando uma técnica de recombinante genético.
(Consulte, por exemplo, Carl, A. K. Borrebaeck, James, W. Larrick,
THERAPEUTIC MONOCLONAL ANTIBODIES, publicado no Reino Unido pela
MACMILLAN PUBLISHERS LTD, 1990.) Especificamente, o cDNA de uma
regiao variavel (regiao V) de um anticorpo € sintetizado do mRNA de um

hibridoma com o uso de uma transcriptase reversa. Apés a obtengdao de um
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DNA que codifica uma regido V de um anticorpo de interesse, esse DNA é
ligado ao DNA desejado que codifica uma regido constante de anticorpo
(regiao C). O resultante é incorporado em um vetor de expressao.
Alternativamente, o DNA que codifica uma regido V de anticorpo pode ser
incorporado a um vetor de expressao que compreende o DNA de uma regido C
de anticorpo. Esse DNA ¢ incorporado em um vetor de expressdo de uma
maneira tal que ele & expresso sob controle de uma regido de controle de
expressao como um intensificador ou um promotor. Em seguida, as células
hospedeiras sdo transformadas com esse vetor de expressao, permitindo por
meio disso que o anticorpo seja expresso.

Os anticorpos anti-CAPRIN-1 da presente invencdo sao, de
preferéncia, anticorpos monoclonais. Entretanto,-eles-podem -ser ‘anticorpos-
policlonais, anticorpos modificados por gene (como anticorpos quiméricos e

anticorpos humanizados), e similares.

Os gnticarpo; mo;noclc':nais= inclInem éntic;brpos monoclonais de
ser humano e anticorpos monoclonais de animal ndo humano (por exemplo,
anticorpos monoclonais de camundongo, anticorpos monoclonais de rato,
anticorpos monoclonais de coelho, e anticorpos monoclonais de galinha). Os
anticorpos monoclonais podem ser produzidos mediante a cultura de
hibridomas obtidos por meio da fusdo de células de mieloma e esplendcitos
dos mamiferos nao humanos (por exemplo, camundongos ou camundongos
para a produgdo de anticorpo de ser humano) imunizados com as proteinas
CAPRIN-1. Nos exemplos descritos a seguir, os anticorpos monoclonais de
camundongo foram produzidos e os efeitos antitumorais dos mesmos foram
confirmados. Esse anticorpo monoclonal compreende uma regiao (VH) variavel
de cadeia pesada que tem a sequéncia de aminoacidos mostrada ma SEQ ID
NO: 43, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 83, 'SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 103,
SEQ ID NO: 113, ou SEQ ID NO: 123 e uma regiao (VL) variavel de cadeia
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leve que tem a sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 47, SEQ
ID NO: 53, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 77,
SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 117, ou SEQ
ID NO: 127. Aqui, a regiago VH compreende: CDR1 representado pela
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 80,
SEQ ID NO: 90, SEQ. ID N°: 100, SEQ ID NO: 110, ou SEQ ID NO: 120; CDR2
representado pela sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO:
71, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 111, ou
SEQ ID NO: 121; e CDR3 representado pela sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO:
102, SEQ ID NO: 112, ou SEQ ID NO: 122. A regiao VL compreende: CDR1
representado pela sequéncia de aminoacidos-da SEQ-ID NO: 44, SEQ-ID NO:
50, SEQ ID NO: 565, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 74, SEQ ID
NO: 84, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 114 ou SEQ lD NO:

" 124; CDR2 representado pela sequencna de ammoacndos da SEQ ID NO: 45,

SEQ 1D NO: 51, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO:
75, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 115, ou
SEQ ID NO: 125; e CDR3 representado pela sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO:
67, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 106, SEQ ID
NO: 116, ou SEQ ID NO: 126.

Um anticorpo quimérico é um anticorpo produzido pela
combinagdo de sequéncias de diferentes animais. Um exemplo do mesmo é
um anticorpo que consiste em regiées variaveis de cadeia leve e de cadeia
pesada de anticorpo de camundongo e regides constantes de cadeia leve e
cadeia pesada de anticorpo de ser humano. Esse anticorpo quimérico pode ser
produzido por meio de um método conhecido. Por exemplo, ele pode ser obtido

mediante a ligacdo de um DNA que codifica uma regido V de anticorpo a um
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DNA que codifica uma regido C de anticorpo de ser humano, incorporando o
resultante a um vetor de expressao, e introduzindo o vetor a um hospedeiro
para a produgao de anticorpos.

Os anticorpos policlonais incluem anticorpos obtidos mediante a
imunizacao de animais que produzem anticorpo de ser humano (por exemplo,
camundongos) com as proteinas CAPRIN-1.

Um anticorpo humanizado € um anticorpo modificado, e ele é, as
vezes, chamado de "anticorpo de ser humano reconformado"”. Sabe-se que um
anticorpo humanizado é construido mediante o transplante das CDRs de um
anticorpo derivado de animal imunizado para regides que determinam a
complementaridade de um anticorpo de ser humano. Além disso, uma técnica

ﬁde recombinante genético_geral entéo €.conhecida. - - - - -— =

Especificamente, uma sequéncia de DNA determinada de
maneira a permitir que o anticorpo de camundongo CDRs seja Iigado_ as

“regides de estrutura de anticorpo de ser humano ziFR;) é—- cinfelizads pelo
método PCR com o uso de varios oligonuéleotideos preparados de tal maneira
que os oligonucleotideos tenham porgées que se sobreponham entre si em
uma extremidade de cada um dos mesmos. Um anticorpo humanizado pode
ser obtido mediante a ligagdo do DNA obtido acima ao DNA que codifica uma
regido constante de anticorpo de ser humano, incorporando o resultante a um
vetor de expressao, e introduzindo o vetor em um hospedeiro para a produgao
de anticorpos (consulte os documentos EP-A-239400 e W096/02576). As FRs
de anticorpo de ser humano ligadas entre si por meio de CDRs séo
selecionadas presumindo-se que regiées determinantes de complementaridade
podem formar um sitio de ligagéo de antigeno satisfatério. Se necessario, os
aminoacidos nas regides de estrutura de uma regido variavel de anticorpo
podem ser substituidos de uma maneira que regidbes determinantes de

complementaridade em um anticorpo de ser humano reconformado formem um
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sitio de ligagao de antigeno adequado (Sato K. et al., Cancer Research 1993,
53: 851 a 856). Além disso, as regides de estrutura podem ser substituidas por
regides de estrutura a partir de um anticorpo de ser humano diferente (consulte
o documento WQ99/51743).

As regides de estrutura de anticorpo de ser humano ligadas entre
si através de CDRs sao selecionadas presumindo-se que as regides
determinantes de complementaridade podem formar sitios de ligagdo de
antigeno satisfatérios. Se necessario, os aminoacidos nas regides de estrutura
de uma regido variavel de anticorpo podem ser substituidos de tal maneira que
as regides determinantes de complementariedade em anticorpo de ser humano
reconformado formem sitios de ligagao de antigeno adequados (Sato K. et al.,
Cancer Research 1993, 63:851.a856). - - - = - —— — =

Apés a produgdo de um anticorpo quimérico ou um anticorpo
humanizado, os aminoécidbs em uma regido variavel (por exemplo, FR) ou
Uma regiso constante podem ser sTJbstitTJido:, po_; exémplc:, por diferentes
aminoacidos. .

Aqui, a substituicdo de aminoacido & uma substituicdo, por
exemplo, menor que 15, menor que 10, de nao mais de 8, ndo mais de 7, ndo
mais de 6, ndo mais de 5, ndo mais de 4, ndo mais de 3, ou ndo mais que 2
aminoacidos, de preferéncia de 1 a 5 aminoacidos, e com mais preferéncia 1
ou 2 aminoacidos. Um anticorpo substituido deve ser funcionaimente
equivalente a um anticorpo nao-substituido. A substituicido &, de preferéncia,
uma substituicdo de aminoacido conservadora, que € uma substituicao entre os
aminoacidos que tém caracteristicas similares em termos de carga, cadeias
laterais, polaridade, aromaticidade, e similares. Por exemplo, aminoacidos
caracteristicamente similares podem ser classificados de acordo com os
seguintes tipos: aminoacidos basicos (arginina, lisina, e histidina); aminoacidos

acidos (acido aspartico e acido glutamico); aminoacidos polares néao
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carregados (glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, cisteina, e
tirosina); aminoacidos nao polares (leucina, isoleucina, alanina, valina, prolina,
fenilalanina, triptofano, e metionina); aminoacidos de cadeia ramificada
(treonina, valina, isoleucina); e aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina,
triptofano, e histidina).

Um exemplo de um modificador de anticorpo é um anticorpo
ligado a uma molécula como polietileno glicol ("peg"). Com relagdo aos
modificadores de anticorpo da presente invengéo, as substancias que se ligam
a um anticorpo ndo sao limitadas. Esse modificador de anticorpo pode ser
obtido mediante a modificagdo quimica de um anticorpo obtido. Um método

dessa modificagdo ja foi estabelecido no campo relacionado a presente

A expressao "funcionalmente equivalentes" usada na presente

invencdo indica uma situagdo em que um anticorpo de interesse tem uma

~ atividade biolégica ou bioquimica similar a de um anticorpo da presente

invengdo. Especificamente, esse anticorpo tem uma fungdo de danificar
tumores e causar essencialmente nenhuma reagéo de rejeicdo quando
aplicado a seres humanos. Um exemplo dessa atividade é a atividade de
inibicéo do crescimento ou da atividade de ligagao da célula.

Um método conhecido para preparar um polipeptideo
funcionalmente equivalente a um dado polipeptideo que é bem conhecido dos
versado na técnica € um método que compreende introduzir uma mutagdo em
um polipeptideo. Por exemplo, um versado na técnica pode introduzir
adequadamente uma mutacdo em um anticorpo da presente invengdo com o
uso de um método de mutagénese em sitio especifico (Hashimoto-Gotoh, T. et
al., (1995) Gene 152, 271 a 275; Zoller, MJ., e Smith, M. (1983) Methods
Enzymol. 100, 468 a 500; Kramer, W. et al., (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441
a 9456; Kramer, W. e Fritz, HJ., (1987) Methods Enzymol. 154, 350 a 367;
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Kunkel, TA., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 488 a 492; ou Kunkel
(1988) Methods Enzymol. 85, 2763 a 2766) ou um método similar. Dessa
forma, uma funcionalidade de anticorpo equivalente ao anticorpo da presente
invengao pode ser preparada.
Um anticorpo supracitado capaz de reconhecer um epitopo de
uma proteina CAPRIN-1 reconhecida por um anticorpo anti-CAPRIN-1 pode ser
obtido através de um método conhecido pelos versados na técnica. Por
exemplo, ele pode ser obtida através de: um método que compreende
determinar um epitopo de uma proteina CAPRIN-1 reconhecida por um
anticorpo anti-CAPRIN-1 através de um método geral (por exemplo,
mapeamento de epitopo) e produzir um anticorpo com o uso de um
=polieeptljeoiqge  tem _uma sequéncia de aminoacidos contida no epitopo como
um imunégeno; ou um método que compreende determinar um epitopo de um
anticorpo produzido através de um método geral e selecionar um an:(icorpo que
‘tem um epitopo idéntico a um epif;opd;de Cum a=ntic;rpo=antiiCAl5RlN-1. Aqui, o
termo "epitopo" refere-se a um fragmento de polipeptideo que Atem
antigenicidade ou imunogenicidade em mamiferos e, de preferéncia, em seres
humanos. A menor unidade do mesmo consiste de aproximadamente 7 a 12
aminoacidos e, de preferéncia, 8 a 11 aminoacidos.

A constante de afinidade Ka (kon/kosr) de um anticorpo da presente
invengéo &, de preferéncia, de pelo menos 10 M, pelo menos 102 M, pelo
menos 5 x 108 M, pelo menos 10° M, pelo menos 5 x 10° M, pelo menos
10" M, pelo menos 5 x 10" M, pelo menos 10" M™!, pelo menos 5 x 10" M
', pelo menos 10'2 M, ou pelo menos 10" M.

Um anticorpo da presente invengdo pode ser conjugado com um
agente antitumoral. A ligagao entre um anticorpo e um agente antitumoral pode

ser executada através de um espagador que tem um grupo reativo a. um.grupo

amino, um grupo carboxila, um grupo hidréxi, um grupo tiol, ou similares (por
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exemplo, um grupo succinato de imidila, um grupo formila, um grupo 2-
piridilditio, um grupo maleimidila, um grupo alcoxicarbonila, ou um grupo
hidroxi).

Os exemplos de agente anti-tumor incluem o seguinte agente anti-
tumor conhecidos em referéncias ou similares: paclitaxel, doxorrubicina,
daunorrubicina, ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracil, tiotepa, busulfano,
improsulfano, piposulfano, benzodopa, carboquone, meturedopa, uredopa,
altretamina, trietlenemelamina, trietilenefosforamida, trieilenetiofosforamida,
trimetilolomelamina, bulatacina, bulatacinona, camptotecina, briostatina,
calistatina, criptoficina 1, criptoficina 8, dolastatina, duocarmicina, eleuterobina,
pancratistatina, sarcodictina, espongistatina, clorambucila, clornafazina,
;colefosf;ami;da, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, - cloridrato-de-6xido de
mecloretamina, melfalano, novembicina, fenesterina, prednimustina,

trofosfamida, mostarda de uracila, carmustina, clorozotocina, fotemustina,

lomustina, nimustina, ranimustina, C;quaear;icir;a, dinémicina, clodronato,
esperamicina, aclacinomicina, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicina,
cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, @ cromomicina,
dactinomicina, detorbicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, = ADRIAMICINA,
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina, mitomicina C, Aacido
micofenélico, nogalamicina, olivomicina, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimexa, zinostatina, zorubicina, denopterina, pteropterina, trimetrexato,
fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina, ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina, andrégenos como calusterona, propionato de dromostanolona,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona, aminoglutetimida, mitotana, trilostana,
acido frolinico, aceglatona, glicosideo de aldofosfamida, acido aminolevulinico,

eniluracil, amsacrina, bestrabucil, bisantreno, edatraxato, defofamina,
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demecolcina, diaziquona, elfornitina, acetato de eliptinio, epotilona, etoglucid,
lentinano, lonidamina, maitansina, ansamitocina, mitoguazona, mitoxantrona,
mopidanmol, nitraerina, pentostatina, phenamet, pirarubicina, losoxantrona,
acido podofilinico, 2-etilhidrazida, procarbazina, razoxana, rizoxina,
esquizofilano, espirogermanio, acido tenuazénico, triaziquona, roridina A,
anguidina, uretano, vindesina, dacarbazina, manomustina, mitobronitol,
mitolactol, pipobromano, gacitosina, docetaxel, clorambucil, gemcitabina, 6-
tioguanina, mercaptopurina, cisplatina, oxaliplatina, carboplatina, vinblastina,
etoposideo, ifosfamida, mitoxantrono, v incristina, vinorelbina, novantrona,
teniposideo, edatrexato, daunomicina, aminopterina, xeloda, ibandronato,

irnotecan, inibidor de topoisomerase, difluorometilornitina (DMFO), acido

retindico, capecitabina_e sais farmacologicamente aceitaveis ou -derivados-dos

mesmos.

Alternativamente, também ¢é possivel ligar um isétopo radioativo,
como 2VAt 1] 125|’='90Y’;186R€: 188'-\,';, 15?_Sm, ;izBi’xszp' :75Lu,:ou 1;6Lu
conhecidos em referéncias e similares a um anticorpo da presente invencéo. E
desejavel que tais is6topos radioativos sejam eficazes para tratamento ou
diagnéstico de tumores.

Um anticorpo da presente invengao é um anticorpo que tem uma
reatividade imunolégica com CAPRIN-1 ou um anticorpo capaz de reconhecer
especificamente CAPRIN-1. Tal anticorpo deve ser um anticorpo que tem uma
estrutura que permite que um animal em questdo, ao qual o anticorpo é
administrado, impega completa ou quase completamente uma reagéo de
rejeicdo. Se o animal em questdo € um ser humano, os exemplos dos
anticorpos acima incluem anticorpos humanos, anticorpos humanizados,
anticorpos quiméricos (por exemplo, anticorpos quiméricos humano-
camundongo), anticorpos de cadeia Unica e anticorpos biespecificos. Tal

anticorpo € um anticorpo recombinante que tem regiées variaveis de cadeia
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pesada e cadeia leve derivadas de anticorpo humano, um anticorpo
recombinante que tem regides variaveis de cadeia pesada e cadeia leve, sendo
que cada uma consiste em regides determinantes de complementaridade
derivadas de anticorpo animal ndo-humano (CDR1, CDR2, e CDR3) e regides
de estrutura derivadas de anticorpo humano, ou um anticorpo recombinante
que tem regides variaveis de cadeia pesada e cadeia leve derivadas de
anticorpo animal nao-humano e regides constantes de cadeia pesada e cadeia
leve derivadas de anticorpo humano. Os primeiros dois anticorpos sao
preferenciais.

O anticorpo recombinante acima pode ser produzido da maneira

descrita abaixo. O DNA que codifica um anticorpo monoclonal contra CAPRIN-

1 humana (por exemplo, _um anticorpo. monoclonal -humano, -um:-anticorpo- -

monoclonal de camundongo, um anticorpo monoclonal de rato, um anticorpo

monoclonal de coelho, ou um anticorpo monoclonal de frango) é clonado a

~ partir de'uma célula dedutBra de an;icorpzo, cgmo L'JVm h}bridoma. Os DNAs que

codificam uma regido variavel de cadeia leve e uma regido variavel de cadeia
pesada do anticorpo sao produzidos por um método RT-PCR ou similares com
o uso do clone obtido como um modelo. Entao, as sequéncias de uma regiao
variavel de cadeia leve e uma regidao variavel de cadeia pesada ou as
sequéncias de CDR1, CDR2, e CDR3 sao determinadas pelo sistema de
numeragao Kabat EU (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5% Edicdo, Public Health Service, National Institute of Health,
Bethesda, Md. (1991)).

Ademais, tais DNAs que codificam regides variaveis ou DNAs que
codificam CDRs sdo produzidos por uma técnica recombinante de gene
(Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989)) ou um Sintetizador de DNA. Aqui, o hibridoma

produtor de anticorpo monoclonal humano acima pode ser produzido através
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da imunizagdo de um animal produtor de anticorpo humano (por exemplo, um
camundongo) com CAPRIN-1 humano e através da fusdo de esplendcitos a
partir do bago removido do animal com células de mieloma. Além do ja
mencionado, se necessario, os DNAs que codificam regides variaveis e regioes
constantes de cadeia pesada ou cadeia leve derivadas de anticorpo humano
sao produzidos através de uma técnica recombinante de gene ou um
sintetizador de DNA.

No caso de um anticorpo humanizado, é produzido o DNA no qual
as sequéncias de codificacdo de CDR em um DNA que codifica uma regiao
variavel de cadeia pesada ou de cadeia leve derivada de anticorpo humano
foram substituidas por sequéncias correspondentes de codificacdo de CDR de
um anticorpo proveniente_ de _animal. nao-humano -(por—exemplo, —um --
camundongo, um rato ou um frango). O DNA obtido, com forme mencionado
acima, € ligado ao DNA que codifica uma regiao constante de uma cageia )
‘pesada e cadeia leve Tieriva?ia dg antic._:orpo=hum;no. P:ortan'gb, o] .DNA que
codifica um anticorpo humanizado podé ser produzido.

No caso de um anticorpo quimérico, o DNA que codifica uma
regiao variavel de cadeia pesada e de cadeia leve de anticorpo proveniente de
animal nao-humano (por exemplo, um camundongo, um rato, ou um frango) é
ligado ao DNA que codifica uma regido constante de cadeia pesada ou de
cadeia leve derivada de anticorpo humano. Portanto, o DNA que codifica um
anticorpo quimérico pode ser produzido.

Um anticorpo de cadeia Gnica € um anticorpo no qual uma regiao
varidvel de cadeia pesada e uma regido variavel de cadeia leve sao
linearmente ligadas entre si por meio de um ligante. O DNA que codifica um
anticorpo de cadeia unica pode ser produzido através da ligagcdo do DNA que
codifica uma regido variavel de cadeia pesada, do DNA que codifica um.ligante

e um DNA que codifica uma regiao variavel de cadeia leve. Aqui, uma regiao
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variavel de cadeia pesada e uma regido variavel de cadeia leve s&o aquelas
provenientes de um anticorpo humano ou aquelas provenientes de um
anticorpo humano no qual somente os CDRs foram substituidos por CDRs de
um anticorpo proveniente de um animal nao-humano (por exemplo, um
camundongo, um rato ou um frango). Ademais, o ligante consiste em 12 a 19
aminoacidos. Um exemplo do mesmo é (G4S); que consiste em 15
aminoacidos (G. B. Kim ef al., Protein Engineering Design e Selection 2007, 20
(9): 425 a 432).

Um anticorpo biespecifico (diacorpo) € um anticorpo capaz de se
ligar especificamente a dois diferentes epitopos nos quais, por exemplo, o DNA
que codifica uma regido variavel de cadeia pesada A, o DNA que codifica uma

regido variavel de cadeia leve B, o DNA_que codifica uma regido-variavel-de

cadeia pesada B, e o DNA que codifica uma regido variavel de cadeia leve A

sao ligados entre si em tal ordem (desde que o DNA que codifica uma regido

variavel dé cadeia leve B e o DNA q-_Ue godiﬁ::a u:na ;egié—o variavel de cadeia
pesada B estejam ligados entre si por meio do DNA que codifica um ligante
descrito acima). Portanto, o DNA que codifica um anticorpo biespecifico pode
ser produzido. Aqui, tanto uma regido variavel de cadeia pesada quanto uma
regidao variavel de cadeia leve sdo aquelas provenientes de um anticorpo
humano ou aquelas provenientes de um anticorpo humano nas quais somente
os CDRs foram substituidos por CDRs de um anticorpo proveniente de animal
nao-humano (por exemplo, um camundongo, um rato ou um frango).

O DNA recombinante produzido, conforme mencionado acima, &
incorporado em um ou em uma pluralidade de vetor(es) apropriado(s). Cada
um de tais vetores € introduzido em uma célula hospedeira (por exemplo, uma
célula de mamifero, uma célula de levedura ou uma célula de inseto) para
(co)expressao. Portanto, um a_r)ticorp‘c.)“ recombinante pode ser produzido (P. J.

Delves., ANTIBODY PRODUCTION ESSENTIAL TECHNIQUES., 1997 WILEY,
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P. Shepherd e C. Dean., Monoclonal Antibodies, 2000 OXFORD UNIVERSITY
PRESS; J. W. Goding, Monoclonal Antibodies: Principles e Practice., 1993
ACADEMIC PRESS).

Os exemplos de um anticorpo da presente invengédo produzido
pelo método acima incluem os seguintes anticorpos (a) a (k).

(a) Um anticorpo que compreende uma regiao variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 40, 41, e
42 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 44, 45, e 46 (e preferencialmente um anticorpo
composto por uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 43 e uma
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 47).

_ (b) Um anticorpo que compreende .uma. regido-variavel de cadeia

pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 40, 41, e
42 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as secluéngias
“mostradas em SEQ ID N6$:=50,h51,:e 52 (Z p;éferéné?aln:ent; ur-n anticorpo
composto por uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 43 e uma
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 53).
(c) Um anticorpo que compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 40, 41, e
42 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 55, 56, e 57 (e preferencialmente um anticorpo
composto por uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 43 e uma
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 58).
(d) Um anticorpo que compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 40, 41, e
42 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 60, 61, e 62 (e preferencialmente um anticorpo

composto por uma regiéo variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 43 e uma
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regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 63).

(e) Um anticorpo compreende uma regidao varidvel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 40, 41 e
42 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 65, 66 e 67 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID N°: 43 e uma
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID N°: 68).

() Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 70, 71 e
72 e uma regido variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 74, 75 e 76 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto-de uma regido-variavel-de-cadeia pesada de SEQ-ID-NO: 73 e-uma
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 77).

(@) Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia

pesada qué compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 80, 81 e
82 e uma reg-iéo variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 84, 85 e 86 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 83 e uma
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 87).

(h) Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 90, 91 e
92 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 94, 95 e 96 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 93 e uma
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 97).

(i) Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs:. 100, 101

e 102 e uma regiao variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
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mostradas em SEQ ID NOs: 104, 105 e 106 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 103 e uma
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 107).

() Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 110, 111
e 112 e uma regido variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias
mostradas em SEQ ID NOs: 114, 115 e 116 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 113 e uma
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 117).

(k) Um anticorpo compreende uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias mostradas em SEQ ID NOs: 120, 121
e 122 e uma_regido variavel de cadeia leve que compreende-as-sequéncias ~
mostradas em SEQ ID NOs: 124, 125 e 126 (e, de preferéncia, um anticorpo
composto de uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 123 e uma
fegiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1;7). I

Aqui, as sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs:
40, 41 e 42, sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 70, 71 e
72, sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 80, 81 e 82,
sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 90, 91 e 92,
sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 100, 101 e 102,
sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 110, 111 e 112 ou
sequéncias de aminoacido mostradas em SEQ ID NOs: 120, 121 e 122
correspondem a CDR1, CDR2 e CDR3 de regibes variaveis de cadeia pesada
de anticorpo de camundongo, respectivamente.

Além disso, as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ
ID NOs: 44, 45 e 46, as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID
NOs: 50, 51 e 52, as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs:

55, 56 e 57, as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs:60, 61
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e 62, as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 65, 66 e 67,
as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 74, 75 e 76, as
sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 84, 85 e 86, as
sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 94, 95 e 96, as
sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 104, 105 e 106, as
sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 114, 115 e 116, ou as
sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOs: 124, 125 e 126
correspondem a CDR1, CDR2 e CDR3 de regides variaveis de cadeia leve de
anticorpo de camundongo, respectivamente.

Além disso, um anticorpo humanizado, um anticorpo quimérico,
um anticorpo com cadeia Unica ou um anticorpo bi especifico da presente
invengdo €, por exemplo, o anticorpo a.seguir (i) ou (i)} (um exemplo de
anticorpo (a) é descrito abaixo).

(i) Um anticorpo que compreende uma reglao varlavel de cadela

" pesada que compreende as sequencnas de ammoacndos das SEQ ID NOs: 40,

41 e 42 e uma sequéncia de aminoacido de uma regiéo de estrutura derivada
de anticorpo humano; e uma regido variavel de cadeia leve que compreende as
sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs: 44, 45 e 46 e as sequéncias de
aminoacidos da regido de estrutura derivada de anticorpo humano (e, de
preferéncia, um anticorpo que compreende a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID NO: 43 em uma regido variavel de cadeia pesada e a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 47 em uma regiao variavel de cadeia leve).

(i) Um anticorpo que compreende: uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende as sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs: 40,
41, e 42 e as sequéncias de aminoacidos das regides de estrutura derivadas
de anticorpo humano; uma regido constante de cadeia pesada que
compreende uma sequéncia de aminoacido derivada de anticorpo humano;

uma regido variavel de cadeia leve que compreende as sequéncias de
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aminoacidos das SEQ ID NOs: 44, 45 e 46 e as sequéncias de aminoacidos
das regibes de estrutura derivadas de anticorpo humano; e uma regiao
constante de cadeia leve que compreende uma sequéncia de aminoacido
derivada de anticorpo humano (e, de preferéncia, um anticorpo que
compreende: uma regido variavel de cadeia pesada que compreende a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 43; uma regido constante de cadeia
pesada. que compreende uma sequéncia de aminoacido derivada de anticorpo
humano; uma regido variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia de
aminoécido da SEQ ID N° 47 e uma regido constante de cadeia leve que
compreende uma sequéncia de aminoacido derivada de anticorpo humano).

Além disso, as sequéncias de regibes variaveis e constantes de

_cadeia leve e cadeia pesada de anticorpo humano podem ser-obtidas-a partir

de, por exemplo, NCBI (USA: GenBank, UniGene, etc.). Por exemplo, as

sequéncias a seguir podem ser usadas como sequéncias de referéncias para

"éé regides EorréspSndénteE: azseqwuér;cia corﬁ numero de registro J00228 para
uma regido constante de cadeia pesada de IgG1 humano; a sequéncia com
numero de registro J00230 para uma regido constante de cadeia pesada de
IgG2 humano; a sequéncia com numero de registro X03604 para uma regiéo
constante de cadeia pesada de IgG3 humano; uma sequéncia com nimero de
registro K0O1316 para uma regiao constante de cadeia pesada de IgG4 humano;
a sequéncia com numero de registro V00557, X64135 ou X64133 para uma
regiao constante k de cadeia leve humana; e a sequéncia com numero de
registro X64132 ou X64134 para uma regido constante A de cadeia leve
humana.

Os anticorpos acima, de preferencial, tém atividade citotdxica,
exibindo, por isto, efeitos antitumorais.

Além disso, as sequéncias especificas acima de cadeia pesada e

regides variaveis de cadeia leve e CDRs em um anticorpo sdo meramente
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descritas para exemplificagéo. E claro que a presente invencgao nao é limitada a
sequéncias particulares. Um hibridoma capaz de produzir um anticorpo
humano diferente ou um anticorpo animal nao-humano (por exemplo, um
anticorpo de camundongo) em oposigdo a CAPRIN-1 humano é produzido. Um
anticorpo  monoclonal produzido pelo hibridoma é coletado. Entdao, é
determinado se o anticorpo obtido € ou ndo um anticorpo de interesse com o
uso de, como indicadores, atividade de ligagdo imunoldgica e atividade
citotoxica em relagdo a um CAPRIN-1 humano. Dessa forma, um hibridoma
que produz anticorpo monoclonal de interesse é identificado. Portanto,
conforme descrito acima, os DNAs que codificam as regibes variaveis de
cadeia leve e de cadeia pesada de um anticorpo de interesse séo produzidos a

pagir do hibridoma para a determinagéo da sequéncia. ©s DNAs s&o usados-

para a produgao de anticorpos diferentes.

Adicionalmente, o anticorpo acima da presente invepg:ég) pgde;ser__i
~qualquér um dentre os anticorpos (i) a (iv; acima qJé tgm :Jma substituicao,
delecdo ou adigdo de um ou diversos (e, de preferéncia, 1 ou 2) aminoécido(s),
particularmente uma sequéncia de regido de estrutura e/ou uma sequéncia de
regido constante, contanto que a mesma tenha propriedade especifica de
CAPRIN-1 especificamente reconhecivel. Aqui, o termo "diversos aminoacidos"
indica 2 a 5 e, de preferéncia, 2 ou 3 aminoacidos.

Ademais, de acordo com a presente invengéo, o DNA que codifica
o anticorpo acima da presente invengdo, o DNA que codifica uma cadeia
pesada ou cadeia leve do anticorpo, ou DNA que codifica uma regiao variavel
de cadeia leve ou cadeia pesada do anticorpo também ¢é fornecido. Por
exemplo, no caso do anticorpo (a), os exemplos de tais DNAs incluem: DNA
que codifica uma regido varidvel de cadeia pesada que compreende
sequéncias de nucleotideo que codificam as sequéncias de aminoacidos das

SEQ ID NOs: 40, 41 e 42; e o DNA que codifica uma regi@o variavel de cadeia
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leve que compreende as sequéncias de nucleotideo que codificam as
sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs: 44, 45 e 46.

As Regides que determinam a complementaridade (CDRs)
codificada pelos DNAs das sequéncias acima sdo regides que determinam a
especificidade do anticorpo. Portanto, as sequéncias que codificam as outras
regides (isto &, regides constantes e regiées de estrutura) em um anticorpo
podem ser sequéncias de um anticorpo diferente. Aqui, os anticorpos diferentes
incluem os anticorpos provenientes de organismos ndo humanos. Entretanto,
tendo em vista a redugdo dos efeitos colaterais, os anticorpos derivados de
humanos sao preferenciais. Isto €, no caso acima, as regides de DNA que
codificam as regides de estrutura e regides constantes d e cadeias leve e
rpe§ad*a gew_prg__efe_r;én_gia _compreendem _as. sequéncias- de nucleotideo “que

codificam as sequéncias de aminoacidos relevantes a partir de um anticorpo

humano.

“Adicionaimente, os éxer;plbs diferentes de DNA que codificam

um anticorpo da presente invengdo, como anticorpo (a), incluem DNA que
codifica uma regido variavel de cadeia pesada que compreende uma sequéncia
de nucleotideo que codifica a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 43 e o
DNA no qual uma regido que codifica uma regidao variavel de cadeia leve
compreende uma sequéncia de nucleotideo que codifica a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 47. Aqui,um exemplo de uma sequéncia de
nucleotideo que codifica a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 43 é a
sequéncia de nucleotideo da SEQ ID NO: 48. Além disso, um exemplo de uma
sequéncia de nucleotideo que codifica a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO: 47 é a sequéncia de nucleotideo da SEQ ID NO: 49. Ainda, os DNAs
acima que codificam a cadeia pesada e as regides constantes de cadeia leve,
de preferéncia, compreendem as sequéncias de nucleotideo que codificam as

sequéncias de aminoacidos derivadas de anticorpo humano correspondentes.
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O DNA da presente invengdo pode ser obtido por, por exemplo,
os métodos supramencionados ou pelos métodos a seguir. Primeiramente, o
RNA total é preparado a partir de um hibridoma para um anticorpo da presente
invengé@o com o uso de um kit de extragao de RNA comercialmente disponivel.
Entdo, o cDNA é sintetizado com uma transcriptase reversa com o uso de
indicadores aleatérios e similares. A seguir, o cDNA que codifica um anticorpo
€ ampliado por um método de PCR com o uso de, como indicadores,
oligonucleotideos que tém as sequéncias conservadas em diversas regides de
genes conhecidos de cadeia leve e cadeia pesada de anticorpo de
camundongo. As sequéncias que codificam as regides constantes podem ser
obtidas pela ampliagao de sequéncias conhecidas por um método de PCR. A
sequéncia de nucleotideo_do_DNA pode.ser.determinada por um método geral
que envolve, por exemplo, a incorporagdo em um plasmideo ou fago para a

determinagéo da sequéncia.

Acredita-se _-que; os; efeTitos‘ arﬁiturhorais vde ﬁum anticorpo anti-
CAPRIN-1 usado na presente invencdo nas células de cancer que expressam
CAPRIN-1 sao exibidas através de mecanismos de citotoxicidade descritos
abaixo.

~ As citotoxicidades sdo a citotoxicidade celular anticorpo-
dependente (ADCC) mediada por célula efetora contra células que expressam
CAPRIN-1, e citotoxicidade complemento-dependente (CDC) contra células
que expressam CAPRIN-1.

Consequentemente, a atividade de um anticorpo anti-CAPRIN-1
usado na presente invengao pode ser avaliada através de determinagao ex vivo
da atividade de ADCC ou atividade de CDC em células de cancer que
expressam CAPRIN-1, como descrito especificamente nos exemplos
mencionados abaixo.

Um anticorpo anti-CAPRIN-1 usado na presente invencao se liga
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a uma proteina de CAPRIN-1 em uma célula de cancer e apresenta efeitos
anti-tumor com base na atividade acima. Portanto, acredita-se que tal anticorpo
seja util no tratamento ou prevengao contra cancer. Especificamente, de acordo
com a presente invengao, a composigao farmacéutica para tratamento e/ou
prevencdo de cancer que compreende, como um ingrediente ativo, um
anticorpo anti-CAPRIN-1, é fornecida. Quando um anticorpo anti-CAPRIN-1 & usado
com o propésito de administragdo de um anticorpo em humanos (tratamento de
anticorpo), o mesmo €&, de preferéncia, usado sob a forma de um anticorpo humano
ou um anticorpo humanizado, a fim de reduzir a imunogenicidade.

Além disso, conforme a afinidade de ligagao entre um
anticorpo anti-CAPRIN-1 e uma proteina CAPRIN-1 em uma superficie de
Célula de cancer se torna mais alta, a atividade antitumoral mais forte pode
ser apresentada por um anticorpo anti-CAPRIN-1. Portanto, se um
anticorpo anti-CAPRIN-1 que tem alta afinidade de ligagéao com uma
proteina de CAPRIN-1 pode ser obtido, os efeitos ;nti;urﬁorais ainda mais
fortes podem ser esperados para serem apresentados. Consequentemente,
se torna possivel utilizar tal anticorpo como uma composigcao farmacéutica
para tratamento e/ou preveng¢ao de cancer. Conforme descrito acima, para
alta afinidade de ligacao, a constante de afinidade Ka (kon/korr) €, de
preferéncia, pelo menos 107 M™', pelo menos 10® M, pelo menos 5 x 10°
M, pelo menos 10° M, pelo menos 5 x 10° M, pelo menos 10'° M, pelo
menos 5 x 10" M, pelo menos 10'" M, pelo menos 5 x 10'" M™, pelo

menos 10'2 M"" ou pelo menos 10" M.

LIGACAO A CELULAS QUE EXPRESSAM ANTIGENO

A capacidade de um anticorpo de se ligar a um CAPRIN-1

pode ser especificada através de ensaio de ligacdo com o uso de, por

exemplo, ELISA, um método Western blot, imunofluorescéncia ou analise

por citometria de fluxo, conforme descrito nos Exemplos.
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MARCACAO IMUNO-HISTOQUIMICA

Um anticorpo que reconhece CAPRIN-1 pode ser testado quanto
a reatividade com CAPRIN-1 por um método imuno-histoquimico conhecido por
pessoas versadas na técnica com o uso de uma sessdo de tecido congelado
fixado com paraformaldeido ou acetona ou uma segdo de tecido incluido em
parafina e fixado com paraformaldeido. Tal segéo é preparada a partir de um
tecido obtido a partir de um paciente durante a cirurgia ou um animal portador
de tecido de xenotransplante é inoculado com uma célula natural ou linhagem
de célula transfectada que expressa CAPRIN-1.

Para marcagao imuno-histoquimica, um anticorpo reativo a
CAPRIN-1 pode ser marcado por uma variedade de métodos. Por exemplo, o
mesmo pode ser visualizado pela reagdo com .um-anti-anticorpo-de -bode
conjugado com peroxidase de rabano silvestre de camundongo ou anti-

anticorpo de coelho e de cabra.

- "~ COMPOSICAO FARMACEUTICA

Um alvo da composicdo farmacéutica para tratam—ento e/ou
prevengdo de cancerda presente invengao nao € particularmente limitado
enquanto o alvo € um céancer (célula) que expressa o gene de CAPRIN-1.

Ambos os termos "tumor” e "cancer" usados na presente invencao
referem-se a neoplasma maligno e, dessa forma, eles sdao usados de uma
maneira permutavel.

Um cancer que pode ser um alvo na presente invengao é u cancer
que expressa um gene que codifica um polipeptideo que compreende uma
sequéncia de aminoacido de qualquer uma das SEQ ID de numeros pares: 2 a
30 ou uma sequéncia parcial que consiste em 7 ou mais aminoacidos
consecutivos da dita sequéncia de aminoacido. Os exemplos preferenciais dos
mesmos incluem cancer de mama, tumor cerebral, leucemia, cancer de

pulmao, linfoma, mastocitoma, cancer de eséfago e cancer de colon.
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Os exemplos destes canceres especificos incluem, mas nao se
limitam a, adenocarcinoma de mama, adenocarcinoma de mama do tipo
compésito, tumor de mama misto maligno, adenocarcinoma papilar intradutal,
adenocarcinoma de pulméao, céncer de célula escamosa, cancer de célula
pequena, cancer de célula grande, glioma que é um tumor de tecido
neuroepitelial, ependimoma, tumor neuronal, tumor neuroectodermal
embrionario, schwannoma, neurofiboroma, meningioma, leucemia linfocitica
crénica, linfoma, linfoma gastrointestinal, linfoma digestivo, linfoma de célula
meédia a célula pequena, cancer cecal, cancer de célon ascendente, cancer de
colon descendente, cancer de célon transverso, cancer de célon sigmoide e
cancer retal.

_Além disso, o animal objeto da presente.invengéo-é& um mamifero. -

Os exemplos dos mesmos incluem mamiferos como primatas, animais

domésticos, animais de fazenda e animais de esporte. Os humanos, cachorros

Quando um anticorpo usado na presente invengéo € usado como
uma composigcao farmacéutica, o mesmo pode ser formulado por um método
conhecido por pessoas versadas na técnica. Por exemplo, o0 mesmo pode ser
parenteralmente usado na forma de uma injegao parenteral de: uma solugéo
asséptica que compreende agua ou uma solugdo nao-agua farmaceuticamente
aceitavel, ou um liquido de suspenséo. Por exemplo, em um caso possivel,
pode ser formulado com o uso combinado de um carreador ou meio
farmacologicamente aceitavel e especificamente agua esterilizada, salino
fisiolégico, dleo vegetal, um emulsificador, uma suspensdo, um tensoativo, um
estabilizador, um agente aromatizante, um excipiente, um veiculo, um
conservante ou um agente de ligagdo em uma maneira adequada através da
mistura de uma forma de dosagem de unidade exigida para uma formulagao

farmacéutica geralmente aceitavel. A quantidade de um ingrediente ativo em
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uma formulacéo é determinada de forma que uma dosagem apropriada dentro
da faixa indicada pode ser alcangada.

Uma composigdo asséptica com propésitos de injegdo pode ser
formulada de acordo com a pratica de formulagao geral com o uso de um

5 veiculo, como agua destilada para propésitos de injegao.
Os Exemplos de uma solugdo aquosa para propésitos de injegao
incluem solugdes isotdnicas e fisiolégicas salinas que compreendem glicose e
outros adjuvantes como D-sorbitol, D-manose, D-manitol, e cloreto de sédio.
Tal solugdo pode ser usada com um auxiliar de dissolugdao adequado. Os
10 exemplos de tais auxilios de dissolugdo incluem alcodis como etanol e
polidlcool, propileno glicol, polietileno glicol e tensoativos nao idnicos como
polisorbato 80™ e HCO-60.  _ _ _ . . . - - - - - - - = - - -
- Os exemplos de liquidos oleosos incluem éleo de sésamo e 6leo

de soja. Tal liquido oleoso pode ser usado em combinagdo com um auxiliar de

- 15 - dissolugao como benzil benzoato ou benzil alcool. Além disso, o mesmo pode

ser misturado com um agente tampao como uma solugao de tampéo fosfato,

uma solugdo de tampao de acetato de sédio, um agente tranquilizante como

cloridrato de procaina, um estabilizador como benzil alcool, fenol ou um

antioxidante. Em geral, uma solugdo de injegao formulada é introduzida no
20 interior de um amplo adequado.

A composicdao farmacéutica acima € oralmente ou
parenteralmente administrada. De preferéncia, a mesma é administrada de
forma parenteral. Os exemplos especificos de formas de dosagem incluem
agentes injetaveis, agentes administrados de forma intranasal, agentes

25 administrados de forma transpulmonar e agentes administrados de forma
percutanea. Por exemplo, os agentes injetaveis podem ser administrados de

forma sistémica ou local através de uma injecdo intravenosa,. injegao

intramuscular, injegao intraperitoneal ou injegéo subcutanea.
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Além disso, o método de administracdo pode ser determinado
apropriadamente dependendo da idade, peso, género e sintomas do paciente.
Uma dose unica de uma composigdo farmacéutica que compreende um
anticorpo ou um polinucleotideo que codifica um anticorpo pode ser
selecionado dentro de uma faixa de, por exemplo, 0,0001 mg a 1000 mg por kg
do peso do corpo. Alternativamente, a dose pode ser selecionada dentro de
uma faixa de, por exemplo, 0,001 a 100000 mg por corpo o paciente;
entretanto, ndo é necessario se limitar ao mesmo. A dose e o método de
administragdo sdo mudados dependendo da idade, peso, género e sintomas do
paciente. Entretanto, as pessoas versadas na técnica podem selecionar de

forma apropriada a dose e o método.

POLIPEPTIDEOEDNA _ . . . - - - - - =~

De acordo com a presente invengao, os polipeptideos e DNAs a

seguir para anticorpos (a) a (k) descritos acima s&o adicionalmente fornecidos.

-~ - - =(i) Um polipeptideo que compreende as sequéncias de

-aminoacidos das SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO:

93, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 113, e SEQ ID NO: 123, e DNA que codifica
o polipeptideo.

(i) Um polipeptideo que compreende as sequéncias de
aminoacidos da SEQ ID NO: 47, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO:
63, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 97, SEQ ID
NO: 107, SEQ ID NO: 117, e SEQ ID NO: 127, e DNA que codifica o
polipeptideo.

(iii) DNA que compreende as sequéncias de nucleotideo de SEQ
ID N°: 48, SEQ ID N°: 78, SEQ ID N°: 88, SEQ ID N°: 98, SEQ ID N°: 108, SEQ
ID N°: 118 e SEQ ID N°: 128.

(iv) DNA que compreende as sequéncias de nucleotideo de SEQ

ID N°: 49, SEQ ID N°: 54, SEQ ID N°: 59, SEQ ID N°: 64, SEQ ID N°: 69, SEQ
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ID N°: 79, SEQ ID N°: 89, SEQ ID N°: 99, SEQ ID N°: 109 SEQ ID N°: 119, e
SEQ ID N°: 129.

(v) Um polipeptideo CDR de cadeia pesada que compreende
sequéncias de aminoacido selecionadas a partir do grupo que consiste em
sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 40, 41 e 42, sequéncias de
aminoacido de SEQ ID NOs: 70, 71 e 72, sequéncias de aminoacido de SEQ
ID NOs: 80, 81 e 82, sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 90, 91 e 92,
sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 100, 101 e 102, sequéncias de
aminoacido de SEQ ID NOs: 110, 111 e 112, e sequéncias de aminoacido de
SEQ ID NOs: 120, 121, e 122 e DNA que codifica o polipeptideo.

(vi) Um polipeptideo CDR de cadeia leve que compreende

sequenmas de ammoacndo selecionadas a partir_do grupo. que. consiste-em

sequencuas de aminoacido de SEQ ID NOs: 44, 45 e 46, sequéncias de

4

aminoacido de SEQ ID NOs: 50, 51 e 52, sequéncias de ammoacndo de )

SEQ-ID NOs: 55, 56 e 57, sequéncias de ammoamdo de SEQ ID NOs 60,

.61 e 62, sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 65, 66 e 67,

sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 74, 75 e 76, sequéncias de
aminoacido de SEQ ID NOs: 84, 85 e 86, sequéncias de aminoacido de
SEQ ID NOs: 94, 95 e 96, sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 104,
105 e 106, sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 114, 115 e 116, e
sequéncias de aminoacido de SEQ ID NOs: 124, 125 e 126, e DNA que
codifica o polipeptideo.

Estes polipeptideos e DNAs podem ser produzidos através de
uma técnica de gene recombinante conforme descrito acima.

EXEMPLOS

A presente invengao € doravante descrita em maiores detalhes

com referéncia aos seguintes exemplos, embora o escopo da presente

invengao nao seja limitado aos mesmos.
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EXEMPLO 1: IDENTIFICACAO DE NOVA PROTEINA DE ANTIGENO DO CANCER ATRAVES

DO METODO SEREX
(1) Construgao de biblioteca de cDNA
O RNA total foi extraido de um tecido de testiculo de um cachorro
5 saudavel através de um método Acido guanidio-Fenol-Cloroférmio e, entdo, um
poliA RNA foi purificado de acordo com os protocolos incluidos com um Kit de
purificagdo de mRNA Oligotex-dT30 (Takara Shuzo Co., Ltd.).
Uma biblioteca de fago de cDNA de testiculo canino foi sintetizada
. com o uso do mRNA obtido deste modo (5 ug). A biblioteca de fago de cDNA
10  foi construida com o uso de um Kit de Sintese de cDNA, um Kit de Sintese
ZAP-cDNA e um Kit de Clonagem ZAP-cDNA Gigapacklll Gold
(STRATAGENE) de acordo com os protocolos incluidos nos kits- O tamanho-
" da biblioteca de fago de cDNA obtida deste modo era 7,73x 10° pfu/ml.
(2) Varredura de biblioteca de cDNA com o uso de soro o
.15 - - - - - - Foi realizada a imunovarredura com o [Jsé c;a I)lb-lloteca de fago
. _de cDNA de testiculo canino construida acima. Especiﬂcamente, Escherichia
coli hospedeiro (XL1-Blue MRF’) foi infectado com o fago em uma placa de
agarose NZY (®90 x 15 mm) a fim de obter 2210 clones. As células de E. coli
‘ foram cultivadas a 42°C por 3 a 4 horas para formar placas. A lamina foi
20 coberta com uma membrana de nitrocelulose (Hybond C Extra: GE Healthcare
Bio-Science) impregnada com IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) a 37°C por
4 horas, de modo que a proteina fosse induzida, expressa e, entao, transferida
para a membrana. Subsequentemente, a membrana foi coletada e, entéao,
imergida em TBS (10 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl e pH 7,5) que contém
25 0,5% de leite desnatado em po6, seguido por agitagao de um dia para o outro a
4°C, suprimindo assim reacgao nao especifica. O filtro foi reagido com um soro

diluido 500 vezes de um paciente canino a temperatura ambiente por 2 a 3

horas.
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Como o soro acima de um paciente canino, um soro coletado de
um paciente canino com cancer de mama foi usado. Estes soros foram
armazenados a -80°C e, entdao, submetidos a um pré-tratamento
imediatamente antes do uso. Um método para o pré-tratamento de soro é
como segue. Especificamente, Escherichia coli hospedeiro (XL1-Blue MRF’) foi
infectado com um fago A ZAP Express no qual nenhum gene estranho foi
inserido e, entdo, cultiva de um dia para o outro em um meio de lamina NZY a
37°C. Subsequentemente, o tampao (0,2 M de NaHCO e pH 8,3) que contém
0,5 M de NaCl foi adicionado a lamina, sendo que a lamina foi deixada para
descansar a 4°C por 15 horas e, entdo, um sobrenadante foi coletado como um
extrato de fago/Escherichia coli. Depois, o extrato de fago/Escherichia coli

coletado deste modo f0| aplicado a _uma coluna NHS (GE .Healthcare- Bio=

SCIence) de modo que uma proteina derivado de fago de Escherichia coli-

fosse imobilizada. O soro de um paC|ente canino foi apllcado a coluna de

_proteina- imobilizada para rea¢ao e, entao, Eschench/a coI/ e um antlcorpo

absorvido para o fago foram removidos do soro. A frag:éo de soro que
atravessou a coluna foi diluida 500 vezes em TBS que contém 0,5% de leite
desnatado em péo. O resultante foi usado como um material de
imunovarredura.

Uma membrana, sobre a qual o soro tratado e a proteina de fusao
foram transferidos, foi lavada 4 vezes com TBS-T (0,05% de Tween20/TBS) e,
entdo, induzida a reagir com anti IgG de céo produzido em cabra (conjugado
anti IgG-h de cao + | HRP produzido em cabra) (BETHYL Laboratories)) diluida
5000 vezes em TBS que contém 0,5% de leite desnatado em pé como um
anticorpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente. A deteccao foi
realizada através de uma enzima que fornece cor a reagao com o uso de uma
solugao de reagdo NBT/BCIP (Roche). As colénias que tiveram sitios

positivamente correspondentes para uma reagéo de coloragéo foram coletadas
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da placa de agarose NZY (990 x 15 mm) e, entado, lisadas em 500 pl de um
tampao SM (100 mM de NaCl, 10 mM de MgCISO,4, 50 mM de Tris-HCI, 0,01%
de gelatina e pH 7,5). Até que as coldnias positivas para coloragdo fossem
unificadas, a varredura secundaria e a varredura terciaria foram repetidas de
modo que 30.940 clones de fago que reagem com IgG de soro sofreram
varredura por um método similar acima. Assim, 5 clones positivos foram
isolados.

(3) Pesquisa de homologia para gene de antigeno isolado

Para andlise de sequéncia de nucleotideo dos 5 clones positivos
isolados pelo método acima, um procedimento para conversio de vetores de

fago em vetores de plasmideo foi realizado. Especificamente, 200 pl de uma

’ MRF) dé modo que a absorbanma ODggo fosse 1,0. A solugdo foi misturada

com 250 pl de uma solugéo de fago purificada e, entdao, com 1 ul de um fago

. auxiliar ExAssist (STRATAGENE), seguido por 15 minutos de reacao a 37°C.

Trés (3) ml de meio LB foram adicionados e, entdo, o cultivo foi realizado a
37°C por 2,5 a 3 horas. Imediatamente apés o cultivo, a temperatura da
solugdo foi mantida a 70°C através de banho-maria por 20 minutos, a
centrifugacao foi realizada a 4°C e 1000 x g por 15 minutos e, entdo, o
sobrenadante foi coletado como uma solugdo de fagomideo.
Subsequentemente, 200 ul de uma solugdo foram preparados para conter
hospedeiro de fagomideo Escherichia coli (SOLR) de modo que a absorbancia
ODeggo fosse 1,0. A solugéo foi misturada com 10 ul de uma solugéo de fago
purificada, seguido por 15 minutos de reacdo a 37°C. A solugdo (50 ul) foi
semeada em meio de Agar LB que contém ampicilina (concentragao final de 50
ug/ml) e, entdo, cultivada de um dia para o outro a 37°C. A colbnia tnica de
SOLR transformada foi coletada e, entdao, cultivada em meio LB que contém

ampicilina (concentragao final: 50 ug/ml) a 37°C. Um DNA de plasmideo que
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conttm o inserto de interesse foi purificado com o uso de um Kit de
Minipreparagéao de plasmideo QIAGEN (QIAGEN).

O plasmideo purificado foi submetido a analise da sequéncia de
inserto de comprimento completo através de um método primer walking com o
uso do iniciador T3 de SEQ ID NO: 31 e do iniciador T7 de SEQ ID NO: 32.
Como resultado da andlise de sequéncia, as sequéncias de gene de SEQ ID
NOs: 5, 7, 9, 11 e 13 foram obtidas. Um programa de pesquisa de homologia,
pesquisa BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/), foi realizado com o uso
das sequéncias de nucleotideo dos genes e das sequéncias de aminoacido
correspondentes (SEQ ID NOs: 6, 8, 10, 12 e 14). Como resultado desta
pesquisa de homologia com genes conhecidos, foi revelado que todos dentre
os 5 genes obtidos codifi icavam CAPRIN-1. Em relagéao as.regibes a serem -
traduzndas ém_p;ot;elr:a; ; identidade da sequéncia dentre os 5 genes foi 100%
em termos de sequéncia de nucleotideo e 99% em termos de sequéncia de
aminoacido- -Além disso, "em Tela¢dao as reglbés ‘a’sérem traduzrdas em
proteinas, .a sequéncia de identidade entre os genes e genes que codificam
fatores humanos homoélogos a isto (homélogos humanos) foi 94% em termos
de sequéncia de nucleotideo e 98% em termos de sequéncia de aminoacido.
As sequéncias de nucleotideo dos homdlogos humanos sao mostradas nas
SEQ ID NOs: 1 e 3 e as sequéncias de aminoacido dos mesmos sao
mostradas nas SEQ ID NOs: 2 e 4. Além disso, em relagao as regiées a serem
traduzidas em proteinas, identidade de sequéncia entre os genes caninos
obtidos deste modo e um gene que codifica um homoélogo de gado foi 94% em
termos de sequéncia de nucleotideo e 97% em termos de sequéncia de
aminoacido. A sequéncia de nucleotideo do homélogo de gado € mostrada na
SEQ ID N°: 15 e a sequéncia de aminoacido do mesmo é mostrada na SEQ ID

N°: 16. Em adigéo, em relagao as regides a serem traduzidas em proteinas, a

identidade de sequéncia entre os genes que codificam os homoélogos humanos
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e o gene que codifica o homdlogo de gado foi 94% em termos de sequéncia de
nucleotideo e se situa entre 93% a 97% em termos de sequéncia de
aminoacido. Além disso, em relagdo as regides a serem traduzidas em
proteinas, a identidade de sequéncia entre os genes caninos obtidos e um

5 gene que codifica um homélogo de equino foi 93% em termos de sequéncia de
nucleotideo e 97% em termos de sequéncia de aminoacido. A sequéncia de
nucleotideo do homoélogo de equino &€ mostrada na SEQ ID N°: 17 e a
sequéncia de aminoacido do mesmo é mostrada na SEQ ID N°: 18. Em

. adicado, em relagao as regides a serem traduzidas em proteinas, a identidade
10 de sequéncia entre os genes que codificam os homélogos humanos e o gene
que codifica o homdlogo de equino foi 93% em termos de sequéncia de
nucleotideo e 96% em termos de sequencna de aminoacido.. Além. disso; em- -

i relagao as regloeé a serem traduzidas em proteinas, a identidade de sequéncia
entre os genes caninos obtidos e os genes que codificam homologos de rato se
. 15_ .situa de 87%-a 89% em termos de sequéncia de nucleotlded e se S|tua de 95%

- a 97% em termos de sequéncia de aminoacido. As sequéncias de nucleotideo

dos homélogos de rato sao mostradas nas SEQ ID NOs: 19, 21, 23, 25 e 27 e

as sequéncias de aminoacido dos mesmos sdo mostradas nas SEQ ID NOs:

' 20, 22, 24, 26 e 28. Em adigao, em relagao as regiées a serem traduzidas em
20 proteinas, a identidade de sequéncia entre os genes que codificam os
homologos humanos e os genes que codificam os homélogos de rato se situa

de 89% a 91% em termos de sequéncia de nucleotideo e se situa de 95% a

96% em termos de sequéncia de aminoacido. Além disso, em relacdo as

regibes a serem traduzidas em proteinas, a identidade de sequéncia entre os

25 genes caninos obtidos e um gene que codifica um homdlogo de frango foi 82%

em termos de sequéncia de nucleotideo e 87% em termos de sequéncia de
aminoacido. A sequéncia de nucleotideo do homoélogo de frango € mostrada

na SEQ ID N°: 29 e a sequéncia de aminoacido do mesmo é mostrada na SEQ
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ID N°: 30. Em adigao, em relagao as regioes a serem traduzidas em proteinas,
a identidade de sequéncia entre os genes que codificam os homodlogos
humanos e o gene que codifica 0 homdélogo de frango se situa de 81% a 82%
em termos de sequéncia de nucleotideo e foi 86% em termos de sequéncia de
aminoacido.

(4) Analise de expressao de genes em cada tecido

A expressado dos genes obtidos pelo método acima em tecidos
caninos € humanos normais e linhagens de células diferentes foi analisada por
um meétodo de RT-PCR. A reagao de transcricdo reversa foi realizada da
seguinte forma. Especificamente, o RNA total foi extraido de cada tecido (50
mg a 100 mg) e cada linha de células (5 a 10 x 10 ® células) usando um

reagente TRIZOL (Invutrogen) de acordo_com_protocolos também-incluidos: O

cDNA fm smtetnzado utiizando o RNA total e o Sistema de Sintese do Primeiro

Filamento Sobrescrito para RT-PCR (Invitrogen) de acordo com protocolosr

também incluidos."O PCR foi realizado da segumte forma utlllzando iniciadores

. especificos para os genes obtidos (SEQ ID NOs: 33 e 34). Especificamente, o

PCR foi realizado repetindo 30 vezes um ciclo de 94° C/ 30 segundos, 60°C/30
segundos, e 72° C/ 30 segundos usando um termociclador (BIO RAD) e uma
solugdo de reagao ajustada a uma quantidade total de 25 pl através da adjgéo
de cada reagente e um tampao anexado (0,25 ul de uma amostra preparada
pela reagéo de transcrigao reversa, os iniciadores acima (2 uM de cada), dNTP
(0,2 mM cada), e 0,65 U de polimerase ExTaq (Takara Shuzo)). Além disso, os
iniciadores de genes especificos mencionados acima foram utilizados para
ampliar a regiao entre o nucleotideo o niimero 206 e o nucleotideo niimero 632
na sequéncia de nucleotideos (gene canino CAPRIN-1) da SEQ ID NO: 5 e na
regiao entre o nucleotideo numero 698 e o nucleotideo numero1124 na
sequéncia de nucleotideos (gene humano CAPRIN-1 ), da SEQ ID NO: 1. Para
o controle de comparagao, os ‘iniciadores especificos GAPDH (SEQ ID NO: 35
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e 36) foram usadas ao mesmo tempo. Como resultado, como foi mostrado na
Fig. 1, foi observada uma forte expresséao no testiculo no caso dos tecidos de
caes sadios, enquanto que a expressao foi observada no cancer de mama em
caes e tecidos de adenocarcinoma. Além disso, a expressao de homoélogos
humanos que sdo homoélogos aos genes obtidos também foi confirmada. Como
resultado, a8 semelhanca dos genes caninos CAPRIN-1, a expresséo poderia
ser confirmada apenas no testiculo em caso dos tecidos normais. No entanto,
no caso das células cancerosas, a expressao foi detectada em varios tipos de
linhas de células de cancer, comb linhas de células de cancer de mama, tumor
cerebral, leucemia, cancer de pulmao e cancer de es6fago. A expressao foi
confirmada em um numero particularmente grande de linhas de células de
cancer de mama. Com base nos._resultados, foi confirmado que a expressao
CAPRIN-1 nao foi observada em tecidos normais, com excec¢do dos testiculos
enquanto CAPRIN-1 foi expressa em muitas células cancerosas e,
particularmente nas linhas de células de céncer de mama,

Além disso, na Fig. 1, referéncia n °© 1, ao longo do eixo
longitudinal indica o padrao de expressao de cada um dos genes identificados
acima, e a referéncia n. ° 2, ao longo do mesmo indica o padréao de expressao
do gene GAPDH para o controle de comparagao.

(5) Preparagao de anticorpos policlonais contra o peptideo
derivado de CAPRIN-1.

Para obter uma ligacéo de anticorpo para o CAPRIN-1, o peptideo
derivado do CAPRIN-1 (Arg-Asn-Glu-Leu-Lys-Lys-Lys-Gly-Lys-Leu-Asp-Asp-
Tyr-Gin (SEQ ID NO: 37)) foi sintetizado. O peptideo (1 mg) como antigeno foi
misturado com uma solugéo de adjuvante de Freund incompleto (IFA) em uma
quantidade equivalente ao peptideo. A mistura foi administrada por via
subcutanea em um coelho quatro vezes a cada duas semanas. Posteriormente,

o sangue foi coletado, de modo que foi obtido um anti-soro contendo um
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anticorpo policlonal. Além disso, o anti-soro foi purificado usando um apoio de
proteina G (GE Healthcare Biosciences) e, em seguida, foi obtido um anticorpo
policlonal contra o peptideo CAPRIN-1 derivado. Além disso, um anticorpo
obtido pelo soro de purificagao de coelhos foi designado como anticorpo de
controle, sendo que nenhum antigeno foi administrado com o uso de um apoio
de proteina G do modo descrito acima.

(6) Analise da expressdao da proteina antigeno na célula
cancerosa

Em seguida, analisou-se se a proteina CAPRIN- 1 foi expressa
nas superficies das células de 7 tipos de linhas celulares de cancer de mama
(MDA-MB-157, T47D, MRK-nu-1, MDA-MB-231V, BT20, SK-BR-3 e MDA-MB-
2;31]_') em que a expressao do gene CAPRIN:1 foi fortemente.confirmada. Cada -
linha celular humana do cancer de mama em que a expressdo génica foi
confirmada ( 10 © células), como foi descrito acima, foi centrlfugada em 1.5- mI
do tiibo"de micro centrifuga. O antlcorpo pollclonal contra o peptldeo CAPRIN- |
1 derivado (2ug)(5ul) preparada em (5) acima foi adicionado ali. O resultante foi
novamente suspenso em PBS contendo 0,1% de soro fetal bovino (95 pl) e em
seguida, deixado em repouso no gelo por 1 hora. Apés a lavagem com PBS, o
resultante foi suspenso em PBS contendo um anticorpo IgG de cabra anti
coelho marcado FITC (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)(5ul) e 0,1% de soro
fetal bovino (FBS)(95 ul) e, em seguida, deixado em repouso no gelo por 1
hora. Apés a lavagem com PBS, a intensidade de fluorescéncia foi medida
utilizando FACSCalibur (Becton Dickinson e Company). Enquanto isso, um
procedimento semelhante ao anterior foi realizado utilizando o anticorpo de
controle preparado no (5) acima, ao invés do anticorpo policlonal contra um
peptideo CAPRIN- 1 derivado, de modo que um controle foi preparado. Como
resultado, a intensidade de fluorescéncia foi pelo menos 30% mais forte em

todas as células em que o anticorpo CAPRIN-1 anti-humano foi adicionado do
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que nas células de controle. Especificamente, os seguintes acréscimos na
intensidade de fluorescéncia foram confirmados: MDA-MB-157: 184%, T47D:
221%, MRK-nu-1: 115%, MDA-MB-231V: 82%, BT20: 32%, SK-BR-3: 279% e
MDA-MB-231T: 80%. Com base no que foi exposto, foi confirmado que a
proteina CAPRIN-1 foi expressa nas superficies das células da linha celular de
cancer humano. Além disso, a taxa de aumento da intensidade de
fluorescéncia é representada pela taxa de crescimento no meio de intensidade
de fluorescéncia (valor MFI) nas células. Foi calculado pela seguinte equagéao.
A taxa de aumento no meio de intensidade de fluorescéncia (taxa
de aumento da intensidade de fluorescéncia) (%) = (( valor MF! das células
reagiram com um anticorpo CAPRIN- 1 anti-humano) - (controle do valor MFI))
/(controle dovalor MF) X100 _ . _ _ . - - . = - - = - - = °
(7) Coloragao imuno-histoquimica

(7) -1 expressao CAPRIN- 1 em tecidos caninos e dfa

camundongos normais

Os camundongos (Balb / ¢, do sexo feminino) e caes (caes da
raca beagle, fémea) foram exsanguinados sob anestesia com éter e anestesia
com cetamina / isoflurano. Apés a laparotomia, os érgaos (estémago, figado,
globo ocular, glandula timo, misculos, medula 6ssea, utero, intestino, eséfago,
coragao, rins, glandulas salivares, intestino grosso (célon), glandula mamaria,
cérebro, pulmdes, pele, glandula adrenal, ovario, pancreas, bago e bexiga)
foram transferidos para cada prato de 10 cm, contendo PBS. Cada 6rgéo foi
aberto em PBS e, em seguida, submetido a fixagao de perfusdo durante a noite
com um tampao de fosfato 0,1 M (pH 7,4) contendo paraformaldeido a 4%
(PFA). O perfusato foi descartado, a superficie do tecido de cada érgao foi
lavado com PBS e, em seguida, foi adicionada uma solugédo de PBS contendo
sacarose 10% a um tubo de centrifuga de 50 ml. Cada tecido foi entao

colocado em cada tubo e em seguida agitado com um rotor a 4 ° C por 2 horas.
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Cada solugéo foi substituida por uma solugéo de PBS contendo sacarose 20%
e, em seguida, deixou-se a 4 ° C até que os tecidos precipitassem. Cada
solugéao foi substituida por uma solugcao de PBS contendo 30% de sacarose e,
em seguida, deixou-se a 4° C até que os tecidos precipitassem. Cada tecido foi
removido e uma parte necessaria foi retirada com um bisturi cirtirgico. Em
seguida, um composto de OCT (Tissue-Tek) foi aplicado e espalhado sobre a
superficie de cada tecido e, em seguida os tecidos foram colocados em
Cryomold. O Cryomold foi colocado em gelo seco para um congelamento
rapido. Os tecidos foram cortados em sec¢des de 10 a 20 uym de espessura
utilizando um criostato (Leica) e, em seguida, as se¢des de tecido cortado

foram secas ao ar nas laminas de vidro por 30 minutos, utilizando um secador

cortado foram colocadas foram preparadas Em seguida, cada lamina de vidro

foi colocada em um frasco de coloragdo com PBS-T (sallna contendo Tween20

-a-0,05%), de modo gue um processo envolvendo a troca com PBS T foi

realizado trés vezes a cada 5 minutos. O excesso de agua em torno de cada
amostra foi removido utilizando Kimwipes e, em seguida, cada secao foi
cercada usando DAKOPEN (DAKO). Como solugdes de bloqueio, um reagente
de bloqueio de camundongo Ig MOM (VECTASTAIN) foi aplicado no tecido do
camundongo e uma solugao PBS-T contendo 10% FBS foi aplicada no tecido
canino. Os resultantes foram deixados em repouso em uma cadmara umida a
temperatura ambiente por uma hora. Em seguida, uma solugao foi preparada
para conter um anticorpo monoclonal (anticorpo monoclonal #6) contra
CAPRIN- 1 com a regido variavel da cadeia pesada da SEQ ID NO: 73 e a
regido variavel da cadeia leve da SEQ ID NO: 77 e reagir com as superficies
das células cancerosas preparadas no Exemplo 4,