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“USO DE UM MATERIAL CALIBRADOR, METODO PARA CALIBRAR
UM IMUNOENSAIO PARA A DETECCAO DE AUTO-ANTICORPOS, E,
KIT DE IMUNOENSAIO”

Campo da invenciao

A invencdo, em geral, diz respeito ao campo de imunoensaios.
Em particular, a invengao diz respeito ao uso de um material calibrador para
calibrar imunoensaios para auto-anticorpos.

Fundamentos da invencao

Dia a dia, a variagao € inerente em qualquer imunoensaio. Esta
variacdo pode ocorrer devido a diversos fatores variantes incluindo as
condi¢cOes ambientais, envelhecimento do instrumento de medi¢do ou dos
reagentes, mudancas de bateladas em reagentes e variagdo biologica. Em
estudos longitudinais quando se necessita comparar um resultado de teste em
um dia com um outro medido em um dia diferente, € necessario ser capaz de
se ajustar a esta variacdo. A calibragdo do ensaio torna isto possivel e também
pode alertar o operador quanto a problemas com o rendimento ou desvio
diério no instrumento.

Em geral, a calibragio de um imunoensaio projetado para
medir um antigeno no soro € relativamente direto, visto que as formas
recombinantes ou sintéticas do antigeno podem ser frequentemente
produzidas e facilmente quantificadas. Em consequéncia um material
calibrador altamente caracterizado e claramente definido pode ser
disponibilizado.

Para ensaios projetados para medir o nivel de anticorpos
humanos em uma amostra de teste de paciente, a identificacdo de um
calibrador de material adequado € obstruida pela especificidade diversa de

anticorpos sendo medidos e pela policlonalidade da resposta. Foi investigado
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o uso de anticorpos monoclonais de camundongo como calibradores para
ensaios de auto-anticorpo. Entretanto, estes requerem um sistema reporter
diferente aquele usado para detectar auto-anticorpos humanos de modo que
um nunca possa garantir que a variagdo detectada seja uma representagdo
verdadeira de variagdo inerente no ecnsaio de antianticorpo. Além dos
anticorpos monoclonais terem especificidade altamente definida e precisarem
da promiscuidade demonstrada pelas respostas policlonais humanas. Isto
significa que as mudangas sutis na estrutura de antigeno de captura que
resultam na varia¢do do ensaio podem permanecer ndo detectadas. Se um for
projetar um anticorpo humanizado para o uso como um material calibrador
este deve utilizar 0 mesmo sistema reporter como o ensaio de auto-anticorpo,
mas ainda deve apresentar os mesmo problemas de monoclonalidade como a
sua contraparte de murino.

Portanto, tiveram que procurar uma nova fonte de material de
calibragdo que forneceria uma fonte de longo prazo de calibragdo tanto em
termos de ter volume suficiente quanto também a sua capacidade de ser
armazenada por periodos prolongados de tempo.

Sumario da invencao

Em um primeiro aspecto a invengdo diz respeito ao uso de um
material calibrador que compreende fluido corporal de mamifero e,
especialmente, humano para calibrar um imunoensaio para a detecg¢do de
auto-anticorpos.

Em uma forma de realizag@o o material calibrador compreende
fluido corporal humano.

Em uma forma de realizacdo o material calibrador nio
compreende quaisquer produtos sanguineos selecionados do grupo que
consiste de soro, sangue total e plasma.

Em uma forma de realizagdo o material calibrador compreende

um fluido de drenagem, exudato ou transudato. Este material preferivelmente
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ndo contém quaisquer produtos sanguineos selecionados do grupo que
consiste de soro, sangue total e plasma.

Em uma forma de realiza¢do o material calibrador compreende
fluido corporal coletado de um ou mais pacientes com cancer.

Em uma outra forma de realizagdo o material de calibragdo
compreende fluido corporal coletado a partir de uma cavidade ou espago
corporal em que um tumor estd ou estava presente ou com o qual um tumor
estd ou estava associado.

Em uma forma de realizagdo o material calibrador compreende
fluido corporal de mamifero e em particular, humano coletado a partir de uma
cavidade ou espago corporal em que um tumor estad ou estava presente ou com
o qual um tumor esta ou estava associado.

Em certas formas de realizagdo ndo limitantes o material de
calibragdo pode compreende fluido pleural ou fluido de ascite coletado de um
ou mais pacientes com cancer.

Em uma forma de realiza¢do o material de calibragdo contém
auto-anticorpos humanos naturais imunologicamente especificos para uma
proteina marcadora de tumor e o imunoensaio a ser calibrado € um
imunoensaio para a deteccdo de auto-anticorpos humanos naturais
imunologicamente especificos para uma proteina marcadora de tumor.

Em um segundo aspecto a invengdo fornece um meétodo para
calibrar um imunoensaio para a detecgdo de auto-anticorpos que compreende:

(a) contactar cada um de uma pluralidade de dilui¢des
diferentes de um material de calibragdo que compreende um fluido corporal
de mamifero com um antigeno especifico para o auto-anticorpo ser detectado
no imunoensaio, em que o dito fluido corporal é conhecido conter auto-
anticorpos imunologicamente especificos para o antigeno;

(b) detectar a quantidade de liga¢do especifica entre o dito

antigeno e auto-anticorpo presente no material de calibragéo e
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(c) plotagem ou calculo de uma curva da quantidade da dita
ligagdo especifica versus a diluicdo do material de calibragdo para cada
dilui¢do do material de calibragdo usado na etapa (a), desse modo calibrando
um imunoensaio usando-se o dito antigeno para a detec¢do do dito auto-
anticorpo.

Em uma forma de realiza¢do o material calibrador compreende
fluido corporal humano.

Em uma forma de realizagdo o material calibrador ndo
compreende quaisquer produtos sanguineos selecionados do grupo que
consiste de soro, sangue total e plasma.

Em uma forma de realiza¢@o o material calibrador compreende
um fluido de drenagem, exudato ou transudato. Este material preferivelmente
ndo contém quaisquer produtos sanguineos selecionados do grupo que
consiste de soro, sangue total e plasma.

Em uma forma de realizagdo o material calibrador compreende
fluido corporal coletado de um ou mais pacientes com cancer.

Em uma outra forma de realizagdo o material de calibragdo
compreende fluido corporal coletado a partir de uma cavidade ou espago
corporal em que um tumor esta ou estava presente ou com o qual um tumor
estd ou estava associado.

Em uma forma de realiza¢do o material calibrador compreende
fluido corporal de mamifero e em particular, humano coletado a partir de uma
cavidade ou espago corporal em que um tumor esta ou estava presente ou com
o qual um tumor esta ou estava associado.

Em certas formas de realizagdo ndo limitantes o material de
calibragdo pode compreender fluido pleural ou fluido de ascite coletado de
um ou mais pacientes com cancer humanos.

Em uma forma de realizagdo o material de calibragdo contém

auto-anticorpos humanos naturais imunologicamente especificos para uma
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proteina marcadora de tumor e o imunoensaio a ser calibrado € um
imunoensaio para a detec¢do de auto-anticorpos humanos naturais
imunologicamente especificos para uma proteina marcadora de tumor.

Portanto, em uma forma de realizagdo ndo limitante especifica,
a inven¢do fornece um método para calibrar um imunoensaio para a detec¢do
de auto-anticorpos marcador anti-tumor que compreende:

(a) contactar cada um de uma pluralidade de diluigdes
diferentes de um material de calibragdo que compreende fluido pleural ou
fluido de ascite isolado de um ou mais pacientes com cancer com um antigeno
marcador de tumor especificos para o auto-anticorpo marcador anti-tumor, em
que o dito fluido pleural ou fluido de ascite é conhecido conter auto-
anticorpos imunologicamente especificos para o dito antigeno;

(b) detectar a quantidade de ligacdo especifica entre o dito
antigeno e auto-anticorpo presente no material de calibragéo e

(c) plotagem ou célculo de uma curva da quantidade da dita
ligagdo especifica versus a diluigdo do material de calibragdo para cada
diluigdo do material de calibragdo usado na etapa (a), desse modo calibrando
um imunoensaio usando-se o dito antigeno para a detec¢do do dito auto-
anticorpo.

Em um terceiro aspecto a inveng¢do fornece uma série de
padrdes de calibragdo para o uso na calibragdo de um imunoensaio para a
detecgdo de auto-anticorpos, em que cada padrdo de calibragdo na dita série
compreende uma dilui¢do diferente de um fluido corporal de mamifero, o dito
fluido corporal de mamifero sendo conhecido conter auto-anticorpos humanos
naturais.

Uma série de padrdes de calibragdo de acordo com a
reivindicagdo 22 em que o dito fluido corporal de mamifero ¢ um fluido
corporal humano.

Em uma forma de realizagdo, o fluido corporal de mamifero
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nido compreende quaisquer produtos sanguineos selecionados do grupo que
consiste de soro, sangue total e plasma.

Em uma forma de realizag@o o fluido corporal de mamifero é
um fluido de drenagem, exudato ou transudato.

Em uma forma de realizagdo o fluido corporal de mamifero €
fluido coletado de um ou mais pacientes com cancer.

Em uma forma de realiza¢do o fluido corporal de mamifero €
fluido corporal coletado a partir de uma cavidade ou espago corporal em que
um tumor estd ou estava presente ou com o qual um tumor estd ou estava
associado.

Em uma forma de realizagdo o fluido corporal de mamifero
compreende fluido pleural coletado de um ou mais pacientes com cancer, tal
como pacientes com cancer humanos.

Em uma forma de realizagdo o fluido corporal de mamifero
compreende fluido de ascite coletado de um ou mais pacientes com cancer,
tais como pacientes com cancer humanos.

A inven¢do ainda fornece um kit de imunoensaio para a
detecgdo de auto-anticorpos, o dito kit compreendendo uma série de padrGes
de calibragdo de acordo com o terceiro aspecto da invengdo e um reagente de
imunoensaio que compreende um antigeno imunologicamente especificos
para os ditos auto-anticorpos.

Breve descricao dos desenhos

Figura 1: Inibigdo especifica de antigeno de auto-anticorpos
humanos em fluidos pleurais de pacientes com cancer de mama avangado.

Figura 2: Especificidade de fluidos pleurais para antigenos
associados com céncer recombinantes demonstrados por Western Blotting. (a)
fluido B3280 especifico para p53, (b) fluido B1564 especifico para NY-ESO-
1, (¢) fluido PL-061 especifico para BGU4-5 e Annexin 1, (d) fluido B3084
especifico para p53, CAGE e NY-ESO-1. Coluna 1 = marcadores de peso
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molecular, coluna 2 = VOL, coluna 3 = p53, coluna 4 = c-myc, coluna 5 =
CAGE, coluna 6 = NY-ESO-1, coluna 7 = GBU4-5, coluna 8 = IKBKE,
coluna 9 = Annexin 1, coluna 10 = Annexin 2.

Figura 3: Ligacdo de soro para contaminar as proteinas
bacterianas em proteinas recombinantes demonstradas por Western Blotting.
(a), (b). Coluna 1 = marcadores de peso molecular, coluna 2 = Annexin XlIa,
coluna 3 = BRCAZ2, coluna 4 = c-myc, coluna 5 = ECD6, coluna 6 = IKBKE,
coluna 7 = NY-ESO-1, coluna 8 = p53, coluna 9 = PSA, coluna 10 = VOL.

Figura 4: Esta Figura descreve as diluigdes de fluido de
paciente contra a concentragdo nM tituladora de NYESO revestido na placa.

Figura 5: Reprodutibilidade de curvas de calibragdo
produzidas usando-se os fluidos de drenagem. A curva representa a média de
dez séries com varia¢do inter-ensaio representada pelo desvio padrdo
mostrado como barras de erro. Reatividade a p53 (a), c-myc (b), ECD6 (c),
NYESO (d), BRCA2 (e) PSA (f) e Annexin XIa (g) sdo mostrados.

Figura 6: Reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (a)
e reservatorio de fluido pleural de paciente B3255/B3258 (b) reatividade
contra 160 nM de NYESO em 5 séries onde a diluigdo de fluido em log ¢
plotada contra o OD em log. Os dados sdo corrigidos para ligagdo ndo
especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao antigeno de
controle negativo, VOL.

Figura 7: Reservatério de fluido pleural de paciente
B3255/B3258 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b)
reatividade contra 160 nM de p53 em S séries onde a diluigdo de fluido em
log € plotado contra a densidade dptica em log. Os dados sdo corrigidos para
ligagdo ndo especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao
antigeno de controle negativo, VOL.

Figura 8: Reservatorio de fluido pleural de paciente

B3255/B3258 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b)
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reatividade contra 160 nM de BRCA2 em 5 séries onde a dilui¢do de fluido
em log € plotado contra o OD em log. Os dados sdo corrigidos para ligagdo
ndo especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao antigeno
de controle negativo, VOL.

Figura 9: Reservatério de fluido pleural de paciente
B3255/B3258 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b)
reatividade contra 160 nM de c-myc em 5 séries onde a diluigdo de fluido em
log € plotado contra o OD em log. Os dados sdo corrigidos para ligagdo ndo
especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao antigeno de
controle negativo, VOL.

Figura 10: Reservatério de fluido pleural de paciente
B3255/B3258 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b)
reatividade contra 160 nM de PSA em 5 séries onde a diluig¢do de fluido em
log é plotado contra o OD em log. Os dados sdo corrigidos para ligagdo nao
especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao antigeno de
controle negativo, VOL.

Figura 11: Reservatorio de fluido pleural de paciente
B3258/B3255 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b) contra
160 nM de ECD6 em 5 séries onde a diluigdo de fluido em log € plotado
contra 0 OD em log. Os dados sdo corrigidos para ligagdo néo especifica pela
subtragdo do sinal obtido a partir da liga¢do ao antigeno de controle negativo,
VOL.

Figura 12: Reservatério de fluido pleural de paciente
B3255/B3258 (a) e reservatorio de fluido pleural de paciente C3/C4 (b)
reatividade contra 160 nM de Annexin Xla em 5 séries onde a diluigdo de
fluido em log é plotado contra 0 OD em log. Os dados sdo corrigidos para
ligacdo ndo especifica pela subtragdo do sinal obtido a partir da ligagdo ao
antigeno de controle negativo, VOL.

Figura 13: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
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amostras de controle. Os auto-anticorpos contra p53 foram medidos em 8
soros de controle em S ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 14: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra c-myc foram medidos em 8
soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 15: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra ECD6 foram medidos em 8
soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 16: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra NYESO foram medidos em 8
soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 17: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra BRCA2 foram medidos em 8
soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de

controle (b).
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Figura 18: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra PSA foram medidos em 8
soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 19: Efeito de calibragdo na reprodutibilidade de
amostras de controle. Os auto-anticorpos contra Annexin XIa foram medidos
em 8 soros de controle em 5 ocasides separadas. Os valores de OD brutos sdo
mostrados em (a). Uma curva de calibrador foi realizada de maneira
concorrente e esta foi usada para extrapolar valores para as amostras de
controle (b).

Figura 20: Comparagdo de soro e fluidos de drenagem como
calibradores de material potencial para ensaios de auto-anticorpo. O fluido
pleural C3 (a) é comparado com a amostra de soro 18176 (b) do mesmo
paciente.

Figura 21: Compara¢do de soro e fluidos de drenagem como
calibradores de material potencial para ensaios de auto-anticorpo. O fluido
pleural C7 (a) é comparado com a amostra de soro 11828 (b) do mesmo
paciente.

Figura 22: Curvas de calibrador logistico de quatro pardmetros
com a soma minimizada de residuos quadrados. A plotagem 4pl é construida
a partir da densidade optica versus diluigdo de calibrador em log. Média para
as séries 1 a 12 s@o mostradas como linhas cinzas solidas e as média para as
séries 13 e 14 sdo mostradas como linhas negras pontilhadas. As barras de
erro representam os desvios padrdo das médias. Os ensaios de auto-anticorpos
especificos de antigeno para p53 (a), c-myc (b), CAGE (c), NY-ESO-1 (d),
GBU4-5 (e), Annexin 1 (f) e Annexin 2 (g).

Figura 23: O efeito da calibragdo na variabilidade de medigdes
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de auto-anticorpo feito em séries de ensaio diferente. Os resultados para as
amostras de soro foram corrigidos usando-se a curva de calibrador especifica
de antigeno para aquela série. Tridngulos abertos = medigdes ndo calibradas,
pontos solidos = medi¢des ajustadas por calibragdo, linhas pontilhadas =
média dos valores calibrados mais ou menos 3 desvios padrdes 3.

Figura 24: Comparagdo de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador C3 foi deixado reagir com o antigeno NYESO. Cada par de série
fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média ¢
dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padréo.

Figura 25: Comparagdo de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador C7 foi deixado reagir com o antigeno c-myc. Cada par de série
fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média ¢
dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padréo.

Figura 26: Comparagdo de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador B3258 foi deixado reagir com antigeno p53. Cada par de série
fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média ¢
dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padrio.

Figura 27: Comparagdo de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador B3258 foi deixado reagir com antigeno PSA. Cada par de série
fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média é
dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padrio.

Figura 28: Compara¢do de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador B3258 foi deixado reagir com antigeno Annexin. Cada par de série

fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média €
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dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padrdo.

Figura 29: Comparagdo de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador B3255 foi deixado reagir com antigeno BRCA2. Cada par de série
fresca e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média ¢
dada em (b) com barras de erro que representam os desvios padrio.

Figura 30: Comparagio de aliquotas congeladas de séries de
calibrador com séries de calibrador recentemente diluidas. O fluido pleural
calibrador C3 foi deixado reagir com antigeno ECD6. Cada par de série fresca
e congelada foi realizada 10 vezes (a). A plotagem log/log média ¢ dada em
(b) com barras de erro que representam os desvios padrao.

Figura 31: Reatividade de auto-anticorpos em fluidos de
pacientes com tipos diferentes de cancer com antigenos associados com
tumor.

Figura 32: Reag¢do de uma série de diluigdes de um fluido
pleural de um paciente com céancer pancredtico com a proteina de controle
negativo, VOL em 160 nM (a) e 50 nM (b). O experimento foi repetido 5
vezes em 5 dias separados.

Figura 33: Os resultados de 4 séries de fluido de ascite B2993
contra 160 nM de C-myc com barras de erro de desvio padréo tanto na Figura
a quanto b (a Figura a descreve o valor OD'do soro de controle usado em seu
experimento).

Figura 34: Os resultados de 4 séries de fluido de ascite B3259
contra 160 nM de ECD6 com barras de erro de desvio padrao tanto na figura a
quanto b (a Figura a descreve o valor OD do soro de controle usado em seu
experimento).

Figura 35: Os resultados de 4 séries de fluido de ascite B2993
contra 160 nM de ECD6 com barras de erro de desvio padrao tanto na figura a

quanto b (a Figura a descreve o valor OD do soro de controle usado em seu
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experimento).

Descric¢do detalhada da invengdo

A presente inven¢do diz respeito ao uso de um material de
calibragdo que compreende um fluido corporal de mamifero, em particular
humano, para calibrar um imunoensaio para a detec¢do de auto-anticorpos e,
em particular, auto-anticorpos humanos.

Em uma forma de realiza¢do, o material de calibragdo usado
neste pode compreender o fluido corporal humano como uma fonte de "auto-
anticorpos humanos naturais", significando que os auto-anticorpos que foram
produzidos em um hospedeiro humano como um resultado dos processos
imunologicos naturais. Para evitar duvidas, este material de calibragdo nao
compreende anticorpo nido humanos ou quaisquer anticorpos humanos ou
humanizados produzidos de maneira exogena pelas técnicas de laboratorio,
por exemplo, anticorpos monoclonais derivados de células imunes cultivadas.

O material de calibragdo pode compreender qualquer fluido
corporal humano ou de outro mamifero que € conhecido conter auto-
anticorpos da especificidade imunolodgica apropriada, isto €, o calibrador deve
compreender um fluido corporal de mamifero (por exemplo, um humano) que
é conhecido positivo para o auto-anticorpo ser detectado no imunoensaio. Sob
este aspecto, deve ser conhecido em avango que o fluido calibrador contém os
auto-anticorpos que apresentam especificidade imunolégica comparavel aos
auto-anticorpos que € desejado detectar usando-se o imunoensaio. Uma
vantagem do material de calibragdo da invengdo € que este contém auto-
anticorpos humanos naturais de especificidade imunolégica substancialmente
equivalente aos anticorpos naturais encontrados no soro humano, em termos
de ligagdo ao antigeno usado como um reagente no imunoensaio ¢ pretendido
calibrar.

Como ilustrado nos exemplos anexos, pode-se determinar em

avan¢o se uma dada amostra de fluidos corporais humanos contém auto-
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anticorpos da especificidade imunolodgica apropriada pela realizagdo de um
antigeno de teste. Em uma forma de realizag@o, este ensaio de teste pode usar
o mesmo antigeno e a metodologia de detec¢do como ¢ pretendido usar no
imunoensaio apropriado. Os fluidos corporais que sdo mostrados conter auto-
anticorpos imunologicamente especificos para o antigeno de teste em um tal
ensaio de teste sdo adequados para o uso como calibradores de material em
imunoensaios subsequentes usando-se o mesmo antigeno de teste para
detectar os auto-anticorpos correspondentes em amostras de teste de paciente
de estado de auto-anticorpo desconhecido. Neste contexto, as "amostras de
teste" podem ser definidas como amostras removidas de pacientes a serem
testados quanto & presenga de auto-anticorpos, em que o estado de auto-
anticorpo do paciente ¢ desconhecido antes do teste da amostra.

Em geral, ndo é necessario determinar um titulador preciso da
quantidade de auto-anticorpo presente no material de calibra¢do antes do uso,
particularmente quando se usa o método de calibragdo da invengdo, que
utiliza dilui¢Ges multiplas do material de calibragdo para fornecer uma série
de padrdes de calibragdo. A quantidade absoluta de auto-anticorpo presente na
série de padrdes de calibragdo ndo necessitam ser precisamente calibrados,
contanto que o ajuste de padrdes de calibragdo cubra a faixa normal de
tituladores de auto-anticorpo que deveria ser esperado encontrar quando o
paciente de teste testa as amostras de estado de anticorpo desconhecido no
imunoensaio apropriado. Isto pode ser determinado empiricamente pelo teste
de uma faixa de amostras de calibragdo diluidas em paralelo em comparagdo
com as amostras de teste de paciente tipico.

O material de calibragdo pode consistir simplesmente do fluido
corporal humano na forma em que este € isolado do corpo humano (por
exemplo, fluido pleural ou de ascite "puro") ou o fluido corporal pode ser
misturado ou diluido com outros componentes para formar um material de

calibragdo antes do uso. Tipicamente, uma série de dilui¢do do fluido em um
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tampdo adequado € preparado para fornecer uma série de padrdes de
calibragdo. Os tampdes de diluigdo adequados para a preparagdo dos padroes
de calibragdo incluem, por exemplo, um tampdo com alto teor de sal de PBS
+ 0,5M de NaCl + 0,1 % de caseina + 0,1 % de Tween 20 (referido nos
exemplos como HSBT) ou PBS contendo 1 % de BSA. A invengéo, portanto,
considera o uso de calibradores de material que consistem de um fluido
corporal de mamifero (por exemplo, humano) de um tipo descrito neste
misturado com um destes tampdes de diluigdo. Os calibradores
particularmente Uuteis consistem de fluido pleural humano ou fluido de ascite
humano, que pode ser obtido de um ou mais pacientes com cancer humanos,
misturado com HSBT. Alternativamente, o soro normal pode ser usado como
um diluente de calibrador. Também ¢ considerado concentrar o fluido
corporal ou (semi) purificar os anticorpos e entdo diluir este material para
fornecer os padrdes de calibragdo. Os componentes adicionais podem ser
adicionados ao material de calibragdo, por exemplo, para melhorar a
estabilidade durante a armazenagem a longo prazo.

As amostras de material de calibragdo diluidos em tampao de
dilui¢do apropriado podem ser dispensadas em aliquotas e armazenadas antes
do uso. Convenientemente, as aliquotas ja diluidas de material de calibragdo
podem ser armazenadas congeladas a -20° C ou -80° C e descongeladas antes
do uso. Mostraram que o fluido pleural e de ascite sdo estaveis na
armazenagem a -20° C e podem ser armazenados congelados por periodos
estendidos sem perda de reatividade de auto-anticorpo. A pré-diluicdo e a
formag¢do de aliquotas de padrdes de calibragdo antes da armazenagem
congelada de longo periodo € conveniente e evita erros de reprodutibilidade e
ciclo de congelamento-descongelamento numerosos.

O uso de amostras positivas como calibradores para
imunoensaios € pratica quase rotineira no campo dos imunoensaios para a

detec¢do de antigeno. Entretanto, é dificil fornecer materiais de calibragao
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adequados que s@o amostras positivas conhecidas contendo anticorpos de
especificidade apropriada quando o alvo do ensaio é um anticorpo, em vez de
um antigeno. A inven¢do trata este problema pelo uso de material de
calibragdo que compreende fluido corporal que € conhecido em avango para
conter anticorpos da especificidade apropriada.

Em geral é€ preferido ndo usar fluidos corporais que sdo ou
compreendem "produtos sanguineos", tais como sangue total, plasma ou soro,
como a base do material calibrador. Em vez disso, o material calibrador pode
compreender fluidos corporais que sdo fluidos de drenagem, exudatos ou
transudatos e inclui tais materiais produzidos durante ou como um resultado
de doenga. Nas formas de realizagdo ndo limitantes, o fluido corporal pode ser
selecionado de: efusdo pleural, ascite, hidrocele, fluido de drenagem de
ferimento, fluido sinovial inflamatério ou ndo inflamatdrio, seroma, fluido
aspirado do mamilo, efusdo pericardial, bile, secregdes pancreaticas, etc. o
fluido pode ser obtido de um paciente humano ou de um paciente mamifero
ndo humano, incluindo, por exemplo, cdes e primatas ndo humanos.

Em certas formas de realiza¢do, o material de calibragdo pode
compreender fluido corporal isolado de uma cavidade ou espago corporal em
que um tumor esta ou estava presente ou com o qual um tumor esta ou estava
associado. Sob este aspecto, o termo "cavidade ou espago corporal" inclui
qualquer cavidade ou espago corporal, onde houver uma cavidade natural ou
espago ou cavidade que se surgem como um resultado de doengas ou
intervenc¢do medida incluindo cavidades em colapso ou precedentes. O fluido
¢ derivado de uma tal cavidade ou espago em que um tumor esta ou estava
presente ou com o qual um tumor esta ou estava associado. Preferivelmente o
"fluido corporal derivado de uma cavidade corporal" sera um fluido corporal
induzido por tumor, significando um fluido corporal que é produzido durante
o processo da doenga, por exemplo, em resposta a ou como uma consequéncia

da presenga de células tumorais. Em relacdo a isto, os fluidos de “cavidade
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corporal” exemplares sdo ascite, efusdo pleural, seroma, hidrocele e fluido de
drenagem de ferimento.

Para evitar davida os "fluidos corporais derivados de uma
cavidade ou espago corporal" ndo incluem produtos sanguineos derivados da
circulagio sistémica, tal como sangue, soro ou plasma.

O fluido pleural e fluido de ascite sdo particularmente uGteis nas
fontes do material de calibragdo para o uso de acordo com a invengdo visto
que estes sdo tipicamente obtidos em um amplo volume e removido a partir
dos pacientes como parte da estratégia terapéutica. Este fluido, que de outra
maneira seria descartado, € uma fonte valiosa do material de calibragao.
Como resumido acima, tem demonstrado que os fluidos "cavidade corporal”
humano tal como o fluido pleural e ascite sdo materiais de calibragdo
adequados para os imunoensaios para a detecgdo de auto-anticorpos no soro
humano, visto que estes fluidos contém os auto-anticorpos que sdo
comparaveis aqueles presentes no soro humano, ambos em termos da
especificidade imunoldgica de ligagdo ao antigeno e também o isotipo de
anticorpo. O tltimo € importante visto que este capacita 0 mesmo sistema de
detecgdo a ser usado para os auto-anticorpos no material de calibrag@o e auto-
anticorpos da especificidade de ligagdo de antigeno equivalente presente nas
amostras testadas do soro do paciente.

O material de calibragdo pode compreender o fluido corporal,
e mais especificamente fluido de "cavidade corporal" como fluido pleural ou
fluido de ascite, coletado de um ou mais pacientes com cancer. Neste contexto
o termo ‘"paciente com céancer" inclui um individuo previamente
diagnosticado como tendo céancer, incluindo, mas ndo limitado a cancer de
cOlon, céancer ovariano, cincer de pulmdo, cancer de figado, cancer
pancreatico, cancer esofagico, cancer gastrico, cancer renal, cancer de bexiga, -
cancer endometrial, linfoma e leucemia ou cancer de mama. O fluido pode ser

retirado de um paciente simples ou os fluidos obtidos a partir de dois ou mais
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pacientes podem ser reunidos. As amostras de fluido podem ser unidas a
partir de dois ou mais pacientes tendo o mesmo ou estagios diferentes do
mesmo ou diferentes tipos de céncer. E também considerado unir os tipos
diferentes de fluidos corporais a partir de um simples ou multiplos pacientes
com cancer.

O material de calibragdo preparado a partir do fluido corporal
retirado dos pacientes com cancer com um tipo particular de cancer podem ser
usados para auxiliar o diagndstico dos mesmos tipos de céanceres ou tipos
diferentes de canceres em outros individuos. Como ilustrado nos exemplos
anexos, os auto-anticorpos humanos naturais especificos para a proteinas
marcadoras de tumor estdo presentes em fluidos pleurais retirados de paciente
com cancer de cdlon, cancer ovariano, cancer de pulméo, cancer de figado,
cancer pancreatico e cancer de mama. Uma vez, a presenga de auto-anticorpos
da especificidade imunoldgica requerida foi estabelecida para testar o ensaio,
tais fluidos podem ser usados para calibrar os imunoensaios para testar os
auto-anticorpos da especificidade imunolégica equivalente nas amostras
testadas dos pacientes com outros tipos de cancer, por exemplo, imunoensaios
para os auto-anticorpos no soro de cancer de mama pode ser calibrado usando
o material de calibragdo que compreende o fluido pleural (e outros fluidos de
cavidade corporal) a partir de pacientes com cancer de colon, cancer ovariano,
cancer de pulmao, cancer de figado, ou céncer pancreatico.

Em uma forma de realizagdo um estoque do material de
calibracdo preparado a partir de um paciente diagnosticado com céancer pode
ser usado para calibrar um imunoensaio realizado no ultimo dado para avaliar
o estado imune do mesmo paciente ou um paciente diferente, por exemplo,
para monitorar a progressdo da doenga e/ou para avaliar a efetividade de um
curso de tratamento anti-cancer naquele paciente.

No uso, o material de calibragdo da invenc¢do pode ser usado

para calibrar os imunoensaios para a detec¢do de auto-anticorpos realizado de
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acordo com os métodos conhecidos. Tipicamente, o imunoensaio pode levar a
forma de uma ELISA direta, sanduiche ou competitiva, mas outras
metodologias de ensaio também sdo o escopo da invengdo. As caracteristicas
gerais dos imunoensaios para a detec¢do de auto-anticorpos marcadores anti-
tumores humanos s3o descritos em WO 99/58978 e WO 2006/126008, os
conteudos de que sdo incorporados neste em sua totalidade por referéncia. O
material calibrador fornecido por esta invengdo pode ser usado para calibrar
os ensaios descritos em WO 99/58978 e WO 2006/126008.

O material de calibragdo descrito neste e as séries da
calibragdo padrdo que compreende este material de calibrago, pode ser usado
para calibrar um imunoensaio para qualquer tipo de auto-anticorpo que serve
como um marcador do estado da doenga ou susceptibilidade da doenga, em
que a doenga em questdo tem o potencial para produzir /induzir a formagdo de
um fluido corporal do tipo descrito neste, que compreende os auto-anticorpos
da especificidade imunoldgica compardvel aos auto-anticorpos que servem
como o marcador de doenga.

Exemplos de doengas que sdo tipicamente associados com a
produgdo de fluidos corporais contendo os auto-anticorpos inclui os cénceres
dos tipos listados neste. Como explicado acima, os fluidos corporais obtidos a
partir de pacientes com cancer, e um "fluido de cavidade corporal" particular
tal como fluido pleural, fluido de ascite, hidrocele, seroma, drenagem de
fluido de ferimento etc., fornece uma fonte util do material de calibragédo
positivo contendo os auto-anticorpos especifico para marcadores de tumor.
Este material de calibragdo pode ser, portanto, usado para calibrar os
imunoensaios para a detec¢do de céncer ou doenga neoplastica precoce as
amostras de teste do paciente (por exemplo, amostras de soro do paciente de
estado de auto-anticorpo conhecido). Tais ensaios (para a detec¢do de auto-
anticorpos marcadores anti-tumor nas amostras testadas dos pacientes) podem

ser realizados usando os métodos descritos em WO 99/58978 e WO
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2006/126008, ou modificagdes destes.

Sera entendido, entretanto, que a invengdo nio € limitada ao
uso dos fluidos derivados de cancer, ou de fato a detec¢do dos marcadores de
tumor, embora esta seja uma forma de realizagdo importante. Um outro grupo
de doencas associados com a produgdo de fluidos corporais (outros do que o
soro, sangue total ou plasma) contendo os auto-anticorpos caracteristicos da
doenca sfo as doengas autoimunes benignas. A inveng&o, portanto, considera
o uso de fluidos corporais obtidos de pacientes mamiferos (por exemplo,
humanos) com doenga autoimune benigna como os materiais de calibragdo
para os imunoensaios para a detecgdo de auto-anticorpos que sdo marcadores
da doen¢a autoimune. Os exemplos de tais doengas autoimunes incluem
artrite reumatoide, lapus eritematoso sistémico (SLE), cirrose biliar primaria
(PBC), tiredide autoimune (por exemplo, tiredide de Hashimoto), gastrite
autoimune (por exemplo, anemia nociva), adrenalite autoimune (por exemplo,
doenga de Addison), hipoparatiroidismo autoimune, diabete autoimune (por
exemplo, diabete tipo 1) ou miastenia grave.

No caso de artrite reumatdide, o material calibrador pode
compreender ou consistir de um exudato associado com o processo da doenga,
tipicamente um fluido que acumula em uma junta, tal como fluido sinovial
inflamatorio isolado a partir do joelho de um paciente com RA.

No caso de lupus eritomatoso sistémico (SLE), o material
calibrador pode compreender ou consistir de fluido de ascite obtido a partir
dos pacientes com SLE (ver Lacconi et al. Internet Journal of Radiology,
ISSN: 1528-8404). Em considera¢do, deve ser notado que nem todos os
fluidos de ascites (ou de fato outros fluidos de cavidade corporais tal como
efusdes pleurais) sdo associados com a presenga de um tumor.

No caso de cirrose ciliar, o material calibrador pode
compreender ou consistir de fluido de ascite obtido dos pacientes de cirrose

biliar.
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As caracteristicas gerais dos imunoensaios, por exemplo,
ELISA, radioimunoensaios e outros, sio bem conhecidos aqueles habilitados
na técnica (ver Imunoensaio, E. Diamandis and T. Christopoulus, Academic
Press, Inc., San Diego, CA, 1996, cujos conteudos sdo incorporados neste por
referéncia). Os imunoensaios para a detec¢do dos anticorpos tendo uma
especificidade imunologica particular (por exemplo, auto-anticorpos tendo a
reatividade imunolégica com um antigeno dado, tal como uma proteina
marcadora de tumor) em geral requer o uso de um reagente que compreende
um antigeno que exibe a reatividade imunologica especifica com o anticorpo
sob o teste. Dependendo do formato do ensaio, estes reagente pode ser
imobilizado em um suporte sélido. Uma amostra testada sera testada para a
presenga do anticorpo é levado em contato com o reagente e se anticorpos da
reatividade imunoldgica requerida estdo presentes na amostra testada reagira
imunologicamente com o reagente para formar os complexos reagente de
auto-anticorpo que podem entdo ser detectados ou quantitativamente medidos.
Tais imunoensaios sdo tipicamente calibrados pela realizagdo dos ensaios
paralelos usando os mesmos reagentes para detectar os (auto)anticorpos na
amostra de teste, mas substituindo a amostra testada com uma ou mais
calibragdo padrdo, que sdo as amostras do material de calibragdo conhecidos
por conter os (auto)anticorpos da especificidade imunoldgica apropriada.

O método de calibragdo preferida usando o material de
calibra¢do da invengdo utiliza uma série de padrdes de calibragdo, tipicamente
dilui¢des em séries do material de calibragdo da invengdo, que sdo testados
contra um ou mais concentragdes conhecidas de antigeno. Em um tipico
"sanduiche" de ELISA, o antigeno tendo a especificidade para os auto-
anticorpos sob o teste é imobilizado em uma superficie sélida (por exemplo,
os reservatorios de uma placa de ensaio microtituladora padrdo, ou a
superficie de uma micropérola) em uma amostra do calibrador (ou amostra

testada a ser testada para a presen¢a dos auto-anticorpos) € levado em contato
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com o antigeno imobilizado. Os auto-anticorpos da especificidade desejada
presentes no material calibrador ligardio o antigeno imobilizado. Os
complexos de antigeno/auto-anticorpo podem ser entdo detectados usando
qualquer método adequado.

A invengdo, portanto, fornece um método para calibrar um
imunoensaio para a detec¢do de auto-anticorpos que compreende:

(a) contactar cada um de uma pluralidade de diluigGes
diferentes de um material de calibragdo que compreende um fluido corporal
de mamifero ou outro humano com um antigeno especifico
(imunologicamente) para um auto-anticorpo, em que o dito fluido corporal
humano € conhecido por conter os auto-anticorpos imunologicamente
especificos para o antigeno;

(b) detectar a quantidade da ligagdo especifica
(imunologicamente) entre o dito antigeno e auto-anticorpo presente no
material de calibragdo; e

(c) plotagem ou calculo de uma curva da quantidade da dita
ligagdo especifica versos a diluigdo do material de calibragdo para cada
dilui¢do do material de calibragdo usado na etapa (a), desse modo calibrando
um imunoensaio usando-se o dito antigeno para a detecg¢do do dito auto-
anticorpo.

A metodologia precisa usada para detectar a ligacdo especifica
na etapa (b) ndo € limitante a inven¢do. Em uma forma de realizagdo um
anticorpo de imunoglobulina anti-humano secundario rotulado, que
especificamente reconhece um epitopo comum a uma ou mais classes de
imunoglobulinas humanas, € usada para detectar os complexos de
antigeno/auto-anticorpo. Tipicamente o anticorpo secundario sera anti-IgG ou
anti-IgM. O anticorpo secundario € usualmente rotulado com um marcador
detectavel, tipicamente um marcador de enzima tal como, por exemplo,

peroxidase ou fosfatase alcalina, permitindo a detec¢do quantitativa pela
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adi¢do de um substrato para a enzima que gera um produto detectavel por
exemplo, um produto fluorescente, quimioluminescente ou colorido. Outros
tipos de rotulos detectaveis conhecidos na técnica pode ser usado com o efeito
equivalente.

A concentragdo de antigeno usado na etapa (a) € selecionado
para dar uma ampla faixa dindmica em termos da medigdo de ligagdo obtida
na etapa (b), a fim de fornecer a calibragdo de uma ampla faixa de medigdes
de auto-anticorpo. Este € uma consideragdo importante em relagdo a detecgdo
de auto-anticorpos marcadores de anti-tumores, que pela definigdo sdo
policlonais e exibem a variagdo paciente a paciente em termos da for¢a da
ligagdo de antigeno/auto-anticorpo bem como a quantidade absoluta de auto-
anticorpo presente. A concentragdo de antigeno usado sera tipicamente maior
do que 20 nM, e mais particularmente na faixa de 20 nM a 180 nM, ou na
faixa de 50 nM a 160 nM.

Como muitas diluigdes do material de calibragdo pode ser
testados como sdo necessarios para construir uma ampla curva de calibragdo
na parte (c). Tipicamente pelo menos 6 diluigdes separadas do material de
calibracdo serdo testadas em cada concentragdo de antigeno usado, mas este
numero nio ¢ pretendido a ser limitante.

Um uso preferido do material de calibragdo descrito neste é
um calibrador para os imunoensaios para a detec¢do de auto-anticorpos
humanos naturais imunologicamente especifico para os marcadores de
tumores humanos, estes auto-anticorpos tipicamente sendo associados ao
cancer.

O desenvolvimento e progressdo do cancer em um paciente €
geralmente observado ser associado com a presenga de marcadores no fluido
corporal do paciente, estes "marcadores de tumor" que reflete os aspectos
diferentes da biologia do céancer (ver Fateh-Maghadam, A. & Steilber, P.
(1993) Uso sensivel dos marcadores de tumor. Publicado por Verlag GMBH,
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ISBN 3-926725-07-9; Harris et al., J Clin Oncol., 25: 5287-5312, 2007,
Voorzanger-Rousselot and Garnero, Cancer Treatment Reviews, 31: 230-283,
2007). Os marcadores de tumor sfo frequentemente observados serem formas
alteradas de proteinas de tipo selvagem expressadas pelas células "normais”,
em que o caso da alteragdo pode ser uma mudanga na sequéncia de
aminoacido primario, uma mudanga na estrutura secunddria, terciaria ou
quaternaria ou uma mudanga na modificagdo pos-tradugdo, por exemplo,
glicosilagdo anormal. Além disso, as proteinas de tipo selvagem que sdo super
regulada ou super expressada nas células tumorais, possivelmente como um
resultado da amplificacdo do gene ou regulagdo transcripcional anormal,
também pode ser os marcadores de tumor.

As diferencas entre uma proteina de tipo selvagem expressada
pelas células "normais" e uma proteina marcadora tumoral correspondente
pode, em alguns exemplos, levar a proteina marcadora de tumor sendo
reconhecido por um sistema imune individual como “nfo proprio” e deste
modo evocando uma resposta imune naquele individuo. Este pode ser um
resposta imune humoral (isto é Célula B mediada) levando a produgdo de
auto-anticorpos imunologicamente especificos para a proteina marcadora de
tumor. Os auto-anticorpos s3o naturalmente os anticorpos de ocorréncia
natural direcionado ao antigeno que um sistema imune individual reconhece
como estranho ainda que o antigeno atualmente originado no individuo. Este
pode estar presente na circulagdo como circulagdo dos auto-anticorpos livres
ou na forma de complexos imunes de circulagdo que consiste da ligagdo de
auto-anticorpos a sua proteina marcadora de tumor alvo.

O termo auto-anticorpos marcadores anti-tumor "associado ao
cancer" refere-se aos auto-anticorpos que sio caracteristicos do estado de
doenga de cancer e que sdo direcionados contra os epitopos presentes nas
formas de proteinas marcadoras de tumor que sdo preferivelmente expressado

no estado da doenga de céncer.
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Tipicamente, os antigenos marcadores de tumor usados para
detectar os auto-anticorpos marcadores anti-tumor que compreende as
proteinas marcadoras de tumor recombinantes (expressado em células de
mamiferos, de levedura, de inseto ou bacterianas) ou antigenos marcadores de
tumor quimicamente sintetizados, que podem compreender substancialmente
as proteinas marcadoras de tumor totais, ou fragmentos destes, tal como
antigenos de peptideos curtos. Outras fontes potenciais de proteinas
associadas ao tumor para uso como a base de reagentes de imunoensaios para

a detec¢do de auto-anticorpos anti-tumor inclui as células de tumor cultivados

‘(e o meio gasto usado por seu desenvolvimento), tecido tumoral e soro a partir

dos individuos com neoplasia, ou outros fluidos corporais a partir de um ou
mais pacientes com cancer (como descrito em WO 2004/044590).

O material de calibragdo descrito neste pode ser usado para
calibrar os imunoensaios para a detec¢do de uma ampla faixa de auto-
anticorpos marcadores anti-tumor contra marcadores de tumor diferentes, ndo
respectivo da natureza do antigeno usado em tal ensaio. Uma caracteristica
chave do material de calibragdo usado nesta invengdo (e especialmente o
material de calibragdo que compreende o fluido pleural ou fluidos de ascite a
partir de um ou mais pacientes com cancer) € que contém auto-anticorpos que
junto assemelha-se aquele presente nas amostras testadas do paciente com
cancer (por exemplo, soro de paciente com cancer) em termos da
especificidade de ligagdo de antigeno. Este material de calibragdo pode ser
usado com antigenos marcadores de tumor recombinante, antigenos
marcadores de tumor de peptideo sintético ou antigenos naturais marcadores
de tumor purificados.

A invencdo ndo € pretendida ser limitada com relagdo ao alvo
do imunoensaio, isto é a especificidade do auto-anticorpo alvo que ¢é
pretendido detectar. O material de calibragdo descrito neste pode ser usado

para calibrar um imunoensaio para qualquer auto-anticorpo presente no
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material de calibragdo por si s6. Um material de calibragdo simples pode
conter diversos auto-anticorpos diferentes da especificidade imunoldgica
diferente e deste modo o mesmo material pode ser usado para calibrar
diversos ensaios diferentes. Por meio do exemplo, as amostras da efusdo
pleural humana foi mostrado nos exemplos correntes para conter os auto-
anticorpos a uma faixa de marcadores de tumor, incluindo p53, c-myc, ECD-6
(HER2/fragmento extracelular neu), NY-ESO1, BRCA2, PSA e Anexina X1-
A.

Em um aspecto final, a invengdo fornece um material de
calibraééo que pode ser usado a fim de quantificar a quantidade da proteina
rotulada ligada a uma superficie sdlida, tal como os reservatérios de uma
placa microtituladora, devido a presenga no material de calibragdo de auto-
anticorpos imunologicamente naturais especificos a um componente de rétulo
de peptideo da proteina "rotulada", tal como por exemplo um rotulo de
histidina ou rétulo de biotina. Foram observados que certas amostras do fluido
pleural isolado de pacientes com céancer contém anticorpos imunologicamente
especifico por histidina e/ou rétulos de biotina ligado aos antigenos
marcadores de tumor recombinante. Estes fluidos pleurais podem ser,
portanto, usados para fornecer um ELISA quantitativo genérico para as
proteinas recombinantes que transporte a histidina e/ou rétulos de biotina que
utiliza um anticorpo humano natural especifico para o rétulo, em combinagéo
com um anticorpo secundario anti-humano rotulado. Este método fornece
certas vantagens no uso de anticorpos monoclonais de murino ao antigeno
rotulado quantitativo liga-se a um suporte solido no contexto total dos
imunoensaios para os auto-anticorpos marcadores anti-tumor, visto que o uso
do mesmo sistema reporter como aquele usado para medir os auto-anticorpos
humanos naturais especificos pelo antigeno marcador de tumor por si so.
Deste modo, dentro de uma placa de ensaio simples um pode realizar um

ensaio para quantificar a quantidade do antigeno marcador de tumor
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recombinante rotulado ligado a placa usando o material de calibragdo
contendo os auto-anticorpos naturais a por¢do de histidina ou rétulo de biotina
do antigeno e em paralelo apresente uma série de calibragdo padrdo para a
ligacdo do mesmo antigeno recombinante rotulado aos auto-anticorpos
naturais marcadores anti-tumor e uso do mesmo sistema reporter para ambos
ensaios.

Portanto, em um aspecto adicional a invengdo fornece um
método de quantificagdo da quantidade da proteina ligada a uma superficie
solida, em que a dita proteina que compreende um rétulo, o método que
compreende:

contactar a superficie solida a ser testada pela presenga da dita
proteina com um material reagente que compreende um fluido corporal
humano, em que o dito fluido corporal é conhecido por conter um anticorpo
humano natural imunologicamente especifico para o rétulo e medir a
quantidade da ligag&o especifica entre o anticorpo humano natural e o rétulo,
por meio da quantificagdo da quantidade da dita proteina presente na
superficie.

Neste contexto, o termo "rétulo" refere-se a metade quimica
ligada as proteinas que ndo esta presente em qualquer forma naturalmente
expressada da proteina. O rétulo pode ser um polipeptideo, em que no caso o
rotulo consiste de uma sequéncia de aminoacidos que ndo € continuo com a
sequéncia de aminoacido de qualquer forma naturalmente expressada da
proteina.

A proteina a ser quantificada na superficie sélida é tipicamente
uma proteina recombinantemente expressada. Exemplos dos rdtulos
comumente ligados as proteinas recombinantemente expressadas incluem os
rétulos de biotina e rotulos de histidina. Como ilustrado nos exemplos anexos,
cerca de 10 % da populagdo humana contém anticorpos humanos naturais que

sdo imunologicamente especificos por biotina. Os individuos humanos com
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anticorpos naturais especifico por rétulos de histidina também podem ser
identificados dentro da populagdo humana normal.

Sera entendido que analise estatistica e matematica dos dados
de curva de calibragdo obtido de acordo com a presente invengdo pode incluir,
mas nfo € necessario limitar a, plotagem logistica de quatro pardmetros.

A inven¢do ainda sera entendida com referéncia aos seguintes
exemplos experimentais.

Todas as Publicagdes cientificas e de Patente especificamente
a referéncia neste sdo incorporados em sua totalidade por referéncia.

Materiais e métodos

Preparaciao de material de calibracio

Os fluidos de ascite e pleurais foram coletados a partir de
pacientes com céancer sob o consentimento informado usando os protocolos
padrdo. Tipicamente os fluidos foram coletados pela inser¢do de um dreno na
cavidade tordcica ou cavidade peritoneal sob anestésico local. O dreno deve
ser inserido com ou sem controle guiado por imagem (por exemplo,
Ultrasom) dependendo dos protocolos locais e a pratica do tratamento clinico.

(i) efusdo pleural deve ser coletada em um recipiente de dreno
toracico estéril na maneira padrdo para a drenagem de uma efuséo pleural.

(ii) ascite coletado em um saco de drenagem estéreo por
intermédio de um dreno peritoneal na maneira padrdo para a drenagem de
ascite

Nenhuma quimica necessdria serda adicionada ao
saco/recipiente enquanto o fluido € drenado neste.

O saco/recipiente deve ser coletado quando cheio ou em uma
base diaria, o que ocorrer mais cedo.

Na classe II Hood, 1 Litro de fluido foi transferido em 20 x 50
ml dos tubos estéreis usando 25 ml de pipetas estéreis e centrifugados a 400 g

por 5 minutos.
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Os sobrenadantes foram vertidos em 2 frascos de cultura de
tecido estéril de 500 ml e azida de sddio adicionado a 0,01 % (1 pl de 10 % de
estoque a Iml de sobrenadante). Aprotinina (inibidor de protease) foi
adicionado a 1 pg/ml (1 pl de 10 mg/ml do estoque de Aprotinina em PBS a
10 ml do sobrenadante). Os sobrenadantes foram entdo vertidos em tubos 50
ml ndo estéreis e armazenados a -20° C

Lista de reagentes:

Estoque de azida sddica armazenada @ RT,

Aprotinina = Calbiochem 616370

estoque de Aprotinina armazenada em aliquotas de 50 pul @ -
20°C

PBS = solug¢io salina tamponada por fosfato

Imunoensaio padriao para os auto-anticorpos

A metodologia do imunoensaio geral € exemplificado neste
usando antigenos marcadores de tumor recombinante mas serd apreciado que
o mesmo protocolo de ensaio pode ser adaptado para o uso com outros
(auto)antigenos.

As amostras de antigenos marcadores de tumor foram
preparados pela expressdo recombinante, seguindo os métodos analogos
aqueles descritos em WO 99/58978.

Brevemente, os cDNA que codifica os antigenos marcadores
de interesse foram clonados no vetor pET21 (Invitrogen) que foi modificado
para codificar um roétulo de biotina e um rétulo de 6xhistidina para ajudar na
purificagdo da proteina expressada. Os clones resultantes foram
desenvolvidos em uma célula hospedeira bacteriana adequada (nos corpos de
inclusdo), a bactéria lisada e desnaturada e os antigenos expressados
recuperados por intermédio das colunas por afinidade quelato de niquel (Hi-
trap, comercialmente disponivel de Amersham, seguindo os protocolos do

fabricante). Os antigenos expressados foram renaturados pela didlise no
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tampdo apropriado e o rendimento da proteina expressada avaliada por SDS-
PAGE, western blot e ELISA e quantificado antes da armazenagem.

O controle negativo VOL ¢ vetor vazio (isto ¢ necnhum cDNA
clonado) que ainda inclui as sequéncias de His e rétulo de biotina.

Numero de acessio GenBank para os diversos marcadores
cDNAs sdo como seguem:

P53: B003596

c-myc: V00568

dominio extracelular ECD6 (HER2): M11730

NY-ESO: NM 001327 BRCA2: U43746

BRCALI delta 9-10: NM 007302

Anexina X1-A: NM 145868 PSA: NM 001648

CAGE: NM 182699 XM 291343

GBU4-5: NM 001110822 XM 001713629 XM 001713630
XM 001713631

Anexina 1: NM 000700

Anexina 2: NM 004039

1. Antigenos e VOL (controle negativo) foram diluidos as
concentragdes apropriadas em 0,1 M de tampéo de carbonato. As dilui¢des de
antigeno foram dispensados em 50 pl/reservatorio nas séries de uma placa
microtituladora Falcon de acordo com um esquema da placa usando uma
pipeta de canais multiplos eletronicos. As placas foram revestidas e
armazenadas a 4° C por 48 horas.

2. As placas foram lavadas uma vez em PBS + 0,1 % de tween
20 usando um lavador de placa automatica entdo secagem manual em papel
toalha.

3. As placas foram bloqueadas com tampdo de incubagido com
alto teor de sal (HSBT, PBS + 0,5 M de NaCl + 0,1 % de caseina + 0,1 % de

tween'™ 20) a 200 pl/reservatério por uma hora ou até requerer para o uso
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(estoque revestido a 4° C).

4. Amostras testadas do fluido corporal do paciente e materiais
calibradores foram diluidos como apropriado em HSBT em temperatura
ambiente.

5. As placas foram esvaziadas e secadas manualmente em
papel toalha. Cada amostra de teste diluida (ou material calibrador) foi
dispensado em 50 pl/reservatorio em todos os reservatorios da placa
microtituladora usando uma pipeta de canais multiplos eletronicos. As placas
foram revestidas e incubadas por 1,5 hora em temperatura ambiente com
agitacdo.

6. Etapa de lavagem: As placas foram lavadas trés vezes em
PBS + 0,1 % de tween 20 usando um lavador de placa automatica entdo
secagem manual em papel toalha.

7. IgG&M anti-humano de coelho conjugado por peroxidase
de rabano silvestre (Jackson, 1/10.000 em HSBT) ou IgG anti-humano de
coelho (Dako, 1/5000 em HSBT). Foi dispensado em 50 pl/reservatorio em
todos os reservatorios da placa microtituladora. Ig anti-camundongo de coelho
conjugado por HRP (1/1000 em HSBT) foi usado para os ensaios que utilizam
os anticorpos monoclonais de camundongo. As placas foram entdo incubadas
em temperatura ambiente por 1 hora com agitagao.

8. As placas foram lavadas como na etapa 6.

9. O substrato TMB pré-preparado foi adicionado a 50
w/reservatorio e placa incubada na bancada por 1 minuto. As placas foram
gentilmente manuseadas para misturar.

10. A densidade o6ptica dos reservatorios foi determinada a 650
nm usando um protocolo de leitura de placa padrao.

Exemplo 1 (comparativo): Anticorpos monoclonais como calibradores

Os anticorpos monoclonais foram investigados como materiais

calibradores potenciais nos ensaios de auto-anticorpo (dados ndo mostrados).
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Embora as respostas de diluigdo reprodutiveis devem ser produzidas, estes
ndo devem ser usados como curvas calibradoras. Foi considerado que este foi
um sistema de calibragdo ineficiente por causa dos anticorpos monoclonais
foram murino na origem e, portanto, requerem um Ssistema reporter de
anticorpo secundario diferente aquele usado para detectar os auto-anticorpos
humanos no soro. Deste modo com este método um é efetivamente usando
dois sistemas de medi¢do diferentes e variagdo dia a dia devido ao sistema de
anticorpo secundario ndo pode ser detectado e calibrado pelo sistema
monoclonal de camundongo. Além disso, a resposta monoclonal € deste modo
especifico que este ndo pode efetivamente imitar a resposta policlonal exibido
pelos auto-anticorpos humanos. Este pode explicar porque os anticorpos
monoclonais n3o sdo usados como materiais calibradores na doenga
autoimune benigna tal como lupus eritematoso sistémico e artrite reumatoide.

Visto que os anticorpos monoclonais foram descontados como
possiveis calibradores materiais, os inventores escolhidos para investigar
fluidos de ascite e pleurais humanos como possivel fontes de materiais
calibradores pelas razdes resumidas acima.

Exemplo 2: Demonstracio da Especificidade de antigeno dos anticorpos

em fluidos humanos

Os fluidos pacientes foram avaliados em um ensaio de auto-
anticorpo padréo em dilui¢do de 1 a 100 (em HSBT) para determinar aquele
que os anticorpos contidos contra um antigeno selecionado (Tabela 1). Figura
1 a & b mostra os exemplos de inibi¢do da ligagdo de auto-anticorpos em dois
fluidos pleurais diferentes a dois antigenos diferentes por sua pré-incubagio
com aquele antigeno na solugdo. Deste modo, foram mostrados que os
antigenos selecionados mede os auto-anticorpos que sdo especificos por
aquele antigeno associado do tumor particular.

Como uma demonstra¢do adicional da especificidade dos

anticorpos nos fluidos pleurais pelos antigenos associados ao tumor, Western
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Blots foram realizados nos antigenos recombinantes usados como agentes de
captura no ensaio de auto-anticorpo. Estes realizam de acordo com as
metodologias padrdo descritas na literatura e foram sondados com fluidos
pleurais selecionados como calibradores. Os resultados podem ser visto na
Figura 2 em que a especificidade de cada fluido para um antigeno particular €
demonstrado por faixas fortes do tamanho correto correspondente a ligagdo de
anticorpo ao antigeno com pequena ou nenhuma evidéncia de ligagdo as
faixas do material de contaminagdo. Na figura 3, o soro foi usado para sondar
Western Blots similar e no caso de forte ligagdo aos contaminantes
bacterianos que estdo presentes em todos dos antigenos recombinantes podem
ser vistos. Foram observados que 7/67 (90 %) das amostras de soro testadas
contém os anticorpos as proteinas bacterianas entretanto, dos 54 fluidos
pleurais avaliados por Western Blotting, apenas 4 (7 %) mostrou qualquer
evidéncia de tal ligagao.

Apesar do fato que os pacientes tem cédncer metastatico e,
portanto, presumidamente o céncer esta presente por algum periodo, algumas
amostras de fluido foram mostrados ter os auto-anticorpos a um numero

limitado dos antigenos (Tabela 1).

Numero de fluidos em cada grupo calibrador

P53 C-myc ECD6 NYESO | BRCA2 PSA Anexina XIa

baixo

intermediario

alto

Tabela 1: Avaliagdo de fluidos pleurais para os auto-anticorpos contra sete
antigenos diferentes associados ao tumor. Niveis de auto-anticorpo medidos
sdo arbitrariamente projetados baixos, intermediarios ou altos.

Na doen¢a autoimune benigna os auto-antigenos s@o
usualmente mais limitados para o disturbio particular. Neste respeito os dados
nos fluidos corporais em pacientes com cancer relacionados séo diferentes. A
presenca de auto-anticorpos diferentes em pacientes diferentes com céncer

fazem o desenvolvimento de um sistema de calibragdo total por teste de auto-
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anticorpo multiplo mais desafios e complexos. Seguindo a avaliagdo destes
fluidos aquele positivo contra um antigeno foram investigados ainda por seu
melhor uso como um calibrador para o ensaio.

Exemplo 3: Antigeno e VOL titulado e fluidos titulados

A possibilidade do uso dos fluidos pacientes como um sistema
de calibragdo foi inicialmente investigado usando um sistema de titulagdo
duplo, em que as placas de ensaio foram revestidas com titulagbes de tanto
antigeno quanto VOL (ver Tabela 2a). Os antigenos ¢ VOL foram deixados
absorver a placa por um minimo de 48 horas ap6s este periodo foi lavado e
bloqueado por 90 minutos com PBS contendo caseina (0,1 % p/v), NaCl
(0,5M) e Tween 20 (0,1 % p/v). Durante a incubagdo de bloqueio de uma
série de titulagdes calibradores de fluido paciente (em HSBT) foram
preparados em tubos. Seguindo a remogdo do tampdo de bloqueio, estes
foram adicionados a placa vazia como mostrado na Tabela 2b e incubadas por
90 minutos. O remanescente do ensaio foi realizado como descrito nos

materiais e métodos.

2a 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
A 0,5nM 1,6nM | SnM A 16nM 50nM 160nM | 0,5nM 1,6nM | SnM A 16nM 50nM 160nM
A A A A A A A A A A
B 0,5nM | 1,6nM | 5SnMV | 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | 5nMV | 16nM SOnM | 160nM
\4 \Y \% \4 \Y \4 \% \ \% \%
c 0,5nm | 1,6nM | SnmA 16nM 50nM | 160nM | 0,5nm 1,6nM | Snm A 16nM 50nm 160nM
A A A A A A A A A A
D 0,5nM | 1,6nM | 5SnMV | 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | SnMV | 16nM S50nM | 160nM
\ \' \ \Y \4 \ \ \ \ \Y
E 0,5nM | 1,6nM | 5SnM A | 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | SnM A | 16nM 50nM | 160nM
A A A A A A A A A A
F 0,5nM | 1,6nM | 5SnMV | 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | 5SnMV | 16nM 50nM | 160nM
\4 \Y \% \4 \Y \% \Y \Y% \% \4
G 0,5nM | 1,6nM | SnMA | 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | 5nM A | 16nM 50nM | 160nM
A A A A A A A A A A
H 0,5nM | 1,6nM | 5nMV [ 16nM 50nM | 160nM | 0,5nM | 1,6nM | 5SnMV | 16nM 50nM | 160nM
\ \% \ \ \% \Y \ \ \ \
2b ] 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
g Fluido Calibrador 1:32 diluigdo Fluido Calibrador 1:2 diluigao
g Fluido Calibrador 1:64 diluigao Fluido Calibrador 1:4 diluigao
g Fluido Calibrador 1:128 diluigdo Fluido Calibrador 1:8 diluigao
g 0 Fluido Calibrador Fluido Calibrador 1:16 diluigdo

Tabela 2: Esquema de placa e ensaio da calibragdo do método 2 onde o fluido
e antigeno foram ambos titulados sobre a placa. Onde A: antigeno e V : VOL

(proteina de controle negativo).
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Pela analise dos dados por este método uma ampla quantidade
de dados foi produzida, ndo todos estes aplicaveis para a fungdo de um
sistema de calibragdo. A Figura 4 é um exemplo de um resultado gerado por
este formato de ensaio usando fluido pleural como o material de calibragao.

Pelo uso deste método foi demonstrado que os fluidos dos
pacientes devem produzir as curves de titulagdo efetiva no fluido diferente
e/ou dilui¢des de antigeno. Este método produziu uma ampla quantidade de
dados, mas nfo aparece para otimizar o uso de tais fluidos como ensaios de
calibradores. Como € claramente demonstrado na figura 5, a ligagdo de
fluidos as baixas concentra¢des de antigeno ndo é util na calibragédo devido ao
baixo sinal e faixa dindmica estreita. Entretanto nas concentragdes estatica
altas de antigeno tal como 160 e 50 nM existe uma ampla faixa dindmica de
valores OD derivados da ligagdo do fluido do paciente ao antigeno; dando o
aumento ao escopo para a calibragdo de uma ampla faixa de medig¢les de
auto-anticorpo.

Este resultado leva ao método calibrador 3 onde utilizam esta
observa¢do de modo que as placas foram revestidas com uma concentragao

estatica de antigeno e o fluido do paciente titulado como calibrador.

Exemplo 4: Antigeno e VOL em uma concentracio _estatica e fluido
titulados

Observou-se este método produzido as series de dados mais
Uteis em relagdo ao ensaio de auto-anticorpos por razdo de reduzir a
quantidade de dados sendo coletados a um nivel que deve ser facilmente
reprodutivelmente produzido e analisado de maneira eficiente. Pela redugéo
da quantidade dos reservatorios sendo submetidos ao ensaio pela realizagio
de calibragdo, também foi possivel realizar as amostras de controle
concorrentemente na mesma placa como as curvas calibradoras. Também foi
demonstrado que as medig¢des de auto-anticorpo de soro a 160 e 50nM sdo a

informagdo mais util e que as curves de calibragdo medidas contra estas duas
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concentragdes de antigeno fornecidos a maior faixa dindmica para a
calibra¢do. Foi, portanto, decidido para investigar este método nos ajustes
multiplos.

Os experimentos iniciais foram conduzidos para determinar a
reprodutibilidade dos fluidos dos pacientes contra sete antigenos diferentes.
Estes ensaios foram realizados em placas revestidas com o antigeno a 160nM
e 50nM. Os antigenos foram deixados absorver a placa por um minimo de 48
horas apos este periodo de placa foi lavado e bloqueado por 90 minutos com
HSBT. Durante a incubagdo de bloqueio uma série de titulagdes multiplas de
calibradores de fluido paciente foram preparadas em tubos. Seguindo a
remogdo do tampdo de bloqueio, estes foram adicionados a placa vazia e
incubadas por 90 min. O remanescente do ensaio foi realizado como descrito
em materiais e métodos.

A cada placa, o fluido calibrador foi aplicado em duplicata
abaixo da faixa de dilui¢do de duplicagdo comegando em 1:2. Este ensaio foi
realizado em 10 ocasides para determinar a reprodutibilidade do sinal. Os
resultados na figura 5 mostra os graficos representativos da forma média das
curvas produzidas a partir de 10 realizagdes. A variagdo de inter-ensaio €
representada na forma de barras de erro que sd@o mostrados na forma dos
desvios padrio associados com a média das 10 realizagdes. O coeficiente de
inter-ensaio da variagdo (CVs) pela reagdo com cada antigeno sdao mostrados

na Tabela 3.

CV de dados OD brutos
C-myc P53 PSA Annexina BRCA2 ECD6 NYESO
dilui¢gio 1 11 9 8 8 13 13 7
diluigdo 2' 9 11 10 8 10 21 8
diluigdo 3 11 14 12 8 9 20 14
dilui¢iio 4 14 17 18 11 11 28 18
diluigio 5 15 13 17 17 13 28 21
dilui¢do 6 17 12 19 18 14 25 25
dilui¢do 7 18 10 17 21 17 20 20
diluigio 8 17 10 12 19 15 17 17

Tabela 3: Inter-ensaio CVs (%) para cada diluig¢@o de fluido de drenagem que
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reage com uma faixa de antigenos associados ao tumor. As figuras sdo
calculadas a partir do célculo de dez realizagdes.

Ainda o desenvolvimento dos experimentos acima of leva
ao seguinte protocolo de calibragdo. Entretanto deve ser notado que este
método é dado como um exemplo mas ndo é apenas o método em que os
fluidos corporais tal como ascite e efusdes pleurais devem ser usadas
para produzir um sistema de calibragdo. O método descrito permite o uso
de um fluido do paciente como um calibrador que € seriamente diluido
abaixo da placa revestido com a concentragdo estatica de antigeno (por
exemplo, 50nM ou 160nM de antigeno e VOL). Também permite a
incorporagdo do soro de controle no formato do ensaio. Este método
entio plota a diluicdo de fluido em log contra o OD em log dos
calibradores de fluido para produzir uma curva logistica de 4 parametros.
Esta curva foi entdo usada para extrapolar o valor do fluido calibrador
equivalente a partir dos valores de densidade optica em log do soro de
controle.

Exemplo 5: Otimizacao do método de calibraciao:

O seguinte é um exemplo de um projeto do ensaio para
calibrar os ensaios auto-anticorpos marcadores anti-tumores.

As placas microtituladoras de 96 reservatorios foram
resvestidos nos niveis de antigeno tanto em 160nM quanto S0nM (Anexina
X1la, PSA, p53, ECD6, BRCA2, NYESO e c-myc) e a proteina de controle
negativo, VOL como apresentado na Tabela 4. Os antigenos foram deixados
absorver a placa por pelo menos 48 horas a 4° C. Apds este periodo a placa
foi lavada e bloqueada por 90 minutos com HSBT. Durante a incubagdo de
bloqueio as dilui¢des de calibragdo e soro de controle (diluido 1:100 em

HSBT) foram preparados.
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1-3 4-6 7-9 10-12 1-3 4-6 7-9 10-12
A ] A
B B
C C
Ig 160nM Antigeno 160nM VOL g 50nM Antigeno 50nM VOL
F F
G G
H H

Tabela 4: O método de revestimento para as placas calibradoras de fluido.

Seguindo a remogdo do tampdo de bloqueio, o fluido
calibrador e soro de controle foram adicionados a placa vazia como mostrado
na Tabela 5 e incubados por 90 minutos. O remanescente do ensaio foi
realizado como descrito em materiais e métodos. As curvas de titulagdo de
antigeno foram construidas usando valore médios de triplicatas para a
calibragdo. O log da diluigdo do fluido calibrador e o log da densidade média
Optica foram plotados em um grafico e usado para plotar uma curva logistica
de 4 pardmetros para ajustar os dados. Esta curva foi entdo usada para
extrapolar o valor da dissolugdo do fluido calibrador equivalente a partir dos
valores de densidade 6ptica em log do de controle.

Para cada dia que os ensaios de auto-anticorpo sdo realizados
uma série de placas calibradoras também sdo realizadas. Usando sete
antigenos nas concentragdes tanto SOnM quanto 160nM um total de 14 placas

de calibragdo sio requeridos.

B3255/B3258 C3/C4 Soro B3255/B3258 C3/C4 Soro

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12

A 1:2 1:2 soro 1 1:2 1:2 soro 1

B 1:4 1:4 soro 2 1:4 1:4 soro 2
C 1:8 1:8 1:8 1:8

D 1:16 1:16 soro 4 1:16 1:16 soro 4

E 1:32 1:32 soro 5 1:32 1:32 Soro 5

F 1:64 1:64 soro 6 1:64 1:64 soro 6

G 1:128 1:128 soro 7 1:128 1:128 soro 7

H 1:256 1:256 soro 8 1:256 1:256 soro 8

Tabela 5: Exemplos do calibrador e apresentagdo do soro de controle do ponto
de partida da diluigdo foi determinado empiricamente para dar o valor mais
apropriado para cada calibrador de fluido contra cada antigeno.

Estes experimentos foram inicialmente realizados usando dois
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calibradores de fluidos diferentes, cada um de que consiste de um reservatério
de dois fluidos retirados pelo mesmo paciente mas em periodos diferentes e 8
controles de soro. Os dados a partir de cinco ensaios realizados sdo
apresentados nas Figuras 6 a 12.

O proximo experimento focado na sele¢do de um calibrador de
fluido para cada antigeno. As principais caracteristicas que definem um bom
calibrador de fluido € melhor na faixa dinamica. Se uma plotagem log/log ¢
usada, entdo outras caracteristicas uteis sao:

e Linearidade de plotagem log/log.

e Adequabilidade da inclinagdo da plotagem log/log

e Reprodutibilidade da inclinagdo da plotagem log/log.

Exemplo 6: Efeito da calibracio na variabilidade dia a dia nas amostras

de controle

As amostras de controle foram realizadas na mesma placa
como as curvas calibradoras para investigar se para o uso da curva de
calibragdo pleural para extrapolar novamente a um valor de diluigdo em log,
sera correto pela variagdo dia a dia observada nas amostras de controle. Os
dados que mostram a variagdo nos valores OD brutos comparados com os
valores extrapolados a partir das curvas calibradoras sdo mostrados nas
Figuras 13-19. Pode ser visto a partir destas Figuras que para mais
antigenos, a extrapolagdo a partir da plotagem log/log da linha de calibragdo
melhora a reprodutibilidade dia a dia da medida dos niveis de auto-anticorpo
no soro.

Exemplo 7: Comparacido de soro com fluidos pleurais como materiais

calibradores

Os ensaios para medir os auto-anticorpos nas doengas
autoimunes tem usados no soro e plasma como materiais calibradores. Os
fluidos de drenagem tem diversas vantagens nos produtos sanguineos. Estes

sdo disponiveis em volumes muito amplos, sdo estaveis sob a armazenagem
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em baixas temperaturas por um longo periodo de tempo e podem ser,
portanto, usados para fornecer os materiais calibradores reprodutiveis por
muitos ensaios. A cole¢do de um amplo volume em um ponto de tempo
simples tem potencialmente as vantagens importantes na cole¢do sequencial
multipla de valores muito menores de soro. Primeiramente, a doenga
metastatica € uma condigdo incuravel e os pacientes eventualmente todos
morrerdo de sua doenga tornando a amostragem sanguinea sequencial muito
dificil e eventualmente impossivel. Secundariamente, o titulador dos
anticorpos devem mudar com o tempo e deste modo as amostras sanguineas
sequenciais ndo devem ser comparaveis. Em terceiro lugar, com correntes
antigénicas da resposta humoral imune deve mudar um outro antigeno imuno-
dominante. Ainda se as amostras sanguineas foram retiradas a partir dos
primarios pacientes com cdncer de mama (isto € em um estagio precoce)
entdo ser um paciente é curado por seu tratamento das respostas auto-
anticorpos podem diminuir e ndo detectam nas amostras sequenciais. Todos
dos meios acima que usam os fluidos corporais como descrito em esta
aplicagdo s3o acreditados ser novos e inventivos. A fim de avaliar outras
vantagens do uso de fluidos uma comparagdo direta com amostras de soro
determinadas foi realizado. As series de dilui¢do do soro e fluidos de
drenagem retirados pelo mesmo paciente foram submetidos ao ensaio para sua
capacidade de ligar a uma faixa de antigenos associados ao tumor. Os
resultados sdo mostrados nas Figuras 20 e 21.

Pode ser visto na Figura 20 que a origem da reatividade do
fluido e soro foram similares através de uma faixa de antigenos. Entretanto a
Figura 21 mostra que para os antigenos que mostram a reatividade positiva
para os sinais dos auto-anticorpos (isto ¢ ECD6, PSA & Anexina Xl-a) no
soro ¢ geralmente inferior do que o sinal no fluido pleural. Além disso, a
origem da reatividade difere-se com os auto-anticorpos de soro tendo um

nivel bem inferior de reatividade com PSA relativo ao ECD6. Este sugere que
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embora as amostras C7 e 11828 sdo a partir do mesmo paciente, o fluido de
drenagem pleural C7 fornece um melhor calibrador pelos auto-anticorpos
PSA devido a sua faixa dindmica maior. Esta observagdo particular foi
extremamente nio esperada.

Exemplo 8: Uso dos fluidos pleurais para calibrar os ensaios no ajuste

laboratorial clinico

A fim de validar o uso de fluidos pleurais sob as condig¢oes
encontradas em um ensaio de realiza¢do em laboratdrio de rendimento alto de
auto-anticorpos dos seguintes experimentos foi realizado:

Calibragio:

Apds a primeira identificagdo dos calibradores de fluidos
adequados com especificidade para cada antigeno (ver Exemplo 2) e
otimizar a faixa de diluigdo medir a faixa dindmica do ensaio (ver
Exemplo 4), as placas calibradoras foram revestidas com antigeno como na

tabela 6:

Exemplo de séries
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1] 12 de diluigao de fluido
lem8
lem16
antigeno a VOL a antigeno a VOL a 1em 32
160nM 160nM 50nM 50nM 1 em 64
lem 128
1 em 256
lemS512
1 em 1024

T OTmMmoOw>»

Tabela 6: Formato de placas revestidas por antigeno a serem usados pela
calibragdo.

Os fluidos calibradores especificos por cada um dos antigenos
no painel mostrados na figura 3 foram diluidos em série na faixa apropriada e
adicionado a placa acima como mostrados no exemplo. Estas placas foram
submetidas ao ensaio de acordo com o protocolo padrao.

Amostras de soro:

As placas foram revestidas com antigeno como na
tabela 7 e usado para ensaiar diversas amostras de soro diferentes que

foram previamente mostrados ter os niveis de auto-anticorpos especificos
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por antigenos. Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo

padrdo.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OnM 1,6nM 5nM 16nM 50nM 160nM OnM 1,6nM SnM 16nM 50nM 160nM
Al ..1GBU4s . e R D LPS3 o o ]
B | VoL Eo I Lemye i
C ...y Ammexinal % S SN SRS  CAGE . . A S
D _____._iAmexinall oo | INY-ESO-l oo *
E . p53_ . : ;  GBU4-5
P ey T g
Gl . ... .CAGE | . e b [ IR L Anmnexinal G e e
H "~ UNY-ESO-1 T i B [ i Annexina I[ ' B )

Tabela 7: Formato de placas usadas para ensaiar as amostras de soro para

testar o desempenho do sistema de calibracdo sob as condicdes laboratoriais

clinicas.

Os ensaios descritos acima foram realizados duas vezes por dia
(de manha e de tarde) por 6 dias em uma colocagdo de periodo de 2 semanas
(série 1 a 12).

Séries de variabilidade:

A fim de testar o sistema de calibragdo, a variabilidade tem
introduzido na produ¢io do ensaio. Este foi atingido pela redugdo da
concentragdo do anticorpo secundario rotulado pela peroxidase de rabano
silvestre a fim de produzir um sinal inferior em todas as placas. Este foi
realizado duas vezes no sétimo dia do ensaio (séries 13 e 14).

Calibracdo das amostras de soro:

Plotagem logistica de quarto pardmetros (4pl) foi construida
para cada série dos dados de calibrag@o. Para cada plotagem uma assintota
inferior foi apresentada a zero e a inclinagdo foi apresentada a 1. A assintota
superior foi forcada com uma méaxima de 2. Os dados a partir de cada curva
individual foi resolvida para minimizar a soma dos residuos quadrados. Estes
valores fornecidos para os quarto pardmetros (assintota superior, assintota
inferior, inclina¢do e ECsg) que foram entdo usados na férmula para ler as
amostras de soro a partir da curva de calibracdo. Na figura 22 a plotagem 4pl
de uma densidade 6ptica versos a dilui¢do de fluido calibrador em log para as

séries 1 a 12 € mostrado (como a linha cinza sélida) junto com as barras de
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erros que representa o desvio padrdo para os dados apresentados. A segunda
curva em cada Figura (linha pontilhada) é a plotagem média 4pl da séries de
variabilidade (séries 13 e 14) com os desvios padrdo como barras de erros.

As equagdes que descrevem as plotagens mostradas na
figura 22 foram usadas para corrigir cada amostra de soro de acordo com
seu calibrador respectivo. Este resultou no valor sendo expressado como
uma unidade arbitraria correspondente a diluigdo em log do fluido
calibrador (valores RU). O efeito que este tem na variagdo entre as série €
mostrado na figura 23 para as amostras de soro diferentes onde os valores
ndo calibrados sdo mostrados como tridngulos abertos e os valores
corrigidos de acordo com a curva de calibragdo para que as séries sejam
mostrados como circulos solidos. A linha pontilhada representa a média
dos valores calibrados mais ou menos 3 desvios padrdo. Nota-se que a
variabilidade introduzida nas séries 13 e 14 € significantemente reduzida
pela calibragéo.

Exemplo 9: Armazenagem das séries calibradoras congeladas

Visto que a diluigdo das titulagdes seriais € consumida no
periodo e propenso aos erros de reprodutibilidade investigamos as diferengas
entre uma série de calibradores “congelados”; onde os estoques das dilui¢des
do fluido calibrador pleural foram preparados, submetidos a aliquota e
congelados a - 20° C; e aqueles frescamente preparados no dia. Os resultados
deste estudo pode ser visto nas Figuras 24 a 30. Pode ser visto que existe
diferengas muito pequenas entre as séries calibradoras que foram preparadas
frescamente a cada dia e aquele que foram feitas nas quantidades de volume e
congeladas nas aliquotas. Este sugere que, quando usado como materiais
calibradores, os fluidos de pacientes diluidos sdo estaveis para armazenar em
baixa temperatura (-20° C) e pode ser armazenada por até aos periodos
estendidos sem a perda na atividade. Este ¢, portanto, um método valido para

a redugdo da variagdo inter-série.
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Exemplo 10: Calibracao usando os fluidos derivados a partir de pacientes

com outros canceres do que cancer de mama

Alguns antigenos associados ao tumor e 0s auto-anticorpos
ndo sdo extraidos ao tipo de tumor especifico. Portanto € possivel que os
fluidos derivados de pacientes com cdncer de pulmédo por exemplo, devem ser
usados para calibrar ensaio de auto-anticorpos para o diagndstico precoce de
cancer de mama e vice versa. A fim de testar esta teoria, os fluidos pleurais
retirados dos pacientes com céancer de célon, ovariano, pulmio, figado e
pancreatico foram avaliados contra um painel de antigenos associados ao
tumor. Uma vez que a positividade é estabelecida, as curvas de diluigdo de
calibragdo foram preparadas e testadas contra os antigenos. O experimento foi
repetido 5 vezes nos dias separados para avaliar a reprodutibilidade. Na figura
31 pode ser visto que a ligagdo de auto-anticorpo a uma faixa de antigenos
diferentes associados ao tumor podem ser detectados em fluidos de pacientes
com céncer de célon (a e e), cancer ovariano (b), cancer de pulméo (c), cancer
de figado (d e f) e cancer pancreatico (g). Estas respostas parecem ser
reprodutiveis e tituladas como o fluido € diluido indicando que tem potenciais
a serem usados como materiais calibradores nos ensaios de auto-anticorpo
para o diagnostico precoce de cancer de mama e outros canceres.

Exemplo 11: Uso de fluidos humanos para a quantificacio de uma

quantidade de superficies solidas em proteina

A absor¢do passiva de proteinas as superficies plasticas tal
como aos reservatorios da placa microtituladora ndo € claramente definida e
controlada e pode depender dos fatores tal como a desigualdade da superficie
e carga em uma proteina e plastica. Consequentemente, é Util a ser capaz de
quantificar a proteina que tem absorvido e sera capaz de relacionar este e
outras proteinas e outras superficies. Os ensaios de proteina colorimétrica
também sdo insensiveis para tais medigdes. As metodologias isotérmica de

absor¢do foram descritas (Kelso et al) mas estes confiam na disponibilidade
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em uma molécula investigadora rotulada. Os anticorpos contra os rétulos de
proteina (tal como o His-rétulo) também podem ser usados mas estes sdo
usualmente murino de origem e deste modo confiam em um sistema reporter
diferente aquele usado para a medi¢do dos anticorpos humanos.

Durante a avaliagdo dos fluidos humanos contra uma faixa de
antigenos associados ao tumor dois dos fluidos foram observados para ligar-se
a todas as proteinas incluindo o controle negativo, VOL (Figura 32). VOL €
um peptideo recombinante clonado e expressado na mesma maneira
exatamente como os antigenos que justificam e que consiste de uma
sequéncia de rétulo de biotina e um his-rétulo. Portanto os anticorpos
humanos dentro destes fluidos deve ser a ligagdo a um ou ambos destes
rotulos. Visto que os rotulos também sdo presentes em todos os antigenos
recombinantes associados ao tumor, o fluido deve ser usado para quantificar a
quantidade de proteina absorvida aos reservatérios da placa. A Tabela 6
mostra a razdo de sinal a 50 nM a 160 nM para VOL em cada concentragdo.
Pode ser visto que a razdo do sinal de ligagdo a VOL em 50 nM e 160 nM €
relativamente constante além de todas as diluigées do fluido pleural. Este
sugere que o sinal medido ¢é relacionado a quantidade de proteina na placa e

deste modo este sistema pode ser usado para quantificar os niveis de proteina.

Diluigdo de fluido Série 1 Série 2 Série 3 Série 4 Série 5
1 em 8 0,65 0,58 0,53 0,76 0,62
lem 16 0,54 0,52 0,42 0,87 0,92
1 em 32 0,51 0,5 0,41 0,82 0,71
1 em 64 0,54 0,58 0,51 0,84 0,72
1 em 128 0,69 0,64 0,53 1,03 0,76

Tabela 8: Medi¢do da ligagdo de auto-anticorpo a VOL do fluido de drenagem
16. A razdo de sinal em 50 nM ao sinal em 160 nM por VOL em cada
dilui¢do de fluido.

Exemplo 12: Deteccio e calibraciao da lisacao nao especifica

A liga¢do ndo especifica ¢ um problema inerente em qualquer
imuno-ensaio sorolégico devido as altas concentragdes de imunoglobulinas

presentes no soro que se tende a ligar-se ndo especificamente ao plastico da
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placa ou o antigeno de revestimento. Os sinais de ligagdo ndo especifica
variam a partir da amostra de soro a amostra de soro mas pode ser de modo
que estes mascarem a reagao especifica do analito.

Na prévia se¢do, os fluidos que se ligam a VOL foram
identificados. A reag¢do dos anticorpos de soro ndo é especifica em que ndo €
direcionada contra qualquer antigeno particular. Estes fluidos pleurais podem
ser, portanto, usados para detectar e corrigir para a ligagdo néo especifica.

Exemplo 13: Uso de fluidos de ascite como um material calibrador

Além disso, os fluidos pleurais, fluidos de ascite foram
efetivos no sistema de calibragdo analogo que sdo usados nos prévios
exemplos. Estes ensaios foram realizados em placas revestidas com antigeno
em 160 nM e 50 nM. Os antigenos foram deixados absorver a placa para um
minimo de 48 horas, apds este periodo a placa foi lavada e bloqueada por 90
minutos com HSBT. Durante a incubagdo de bloqueio uma série de titulagdes
do fluido calibrador de ascite de multiplos pacientes foram preparados em
tubos. Seguindo a remogdo do tamp3o de bloqueio, estes foram adicionados a
placa vazia e incubadas por 90 minutos. O remanescente do ensaio foi
realizado como descrito nos materiais e métodos.

Para cada placa o fluido de ascite foi aplicado em duplicata
abaixo da faixa de dilui¢do da duplica¢do comegando a 1:2. Este ensaio foi
realizado em 4 ocasides para determinar a reprodutibilidade do sinal. Os
resultados nas Figuras 33 a 35 mostram os graficos representativos da forma
média de curvas corrigidas VOL produzidas a partir de 4 séries. A variacdo de
inter-ensaio € representada na forma de barras de erros que s@ao mostrados na

forma de desvios padrido associado com a média das 4 séries.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um material calibrador, caracterizado pelo fato de

compreender fluido corporal de mamifero para calibrar um imunoensaio para
a detecgao de auto-anticorpos, em que o material calibrador compreende um

fluido de drenagem, exudato ou transudato.

2. Uso de acordo com a reivindicag@o 1, caracterizado pelo
fato de que o material calibrador compreende fluido corporal humano.

3. Uso de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o material calibrador compreende fluido corporal coletado a
partir de uma cavidade ou espago corporal em que um tumor estd ou estava

presente ou com o qual um tumor estéd ou estava associado.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de que o material de calibragdo compreende fluido pleural coletado de
um ou mais individuos com céncer.

5. Uso de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo

fato de que o material de calibragdo compreende fluido de ascite coletado de
um ou mais individuos com céncer.
6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 1 a

5, caracterizado pelo fato de que o imunoensaio € para a detec¢dao de auto-

anticorpos contra o cancer.
7. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 1 a

5, caracterizado pelo fato de que o imunoensaio € para a detec¢ao de auto-

anticorpos para a mudanga neoplastica precoce.
8. Método para calibrar um imunoensaio para a detec¢ao de

auto-anticorpos, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) contactar cada um de uma pluralidade de dilui¢Ges
diferentes de um material de calibragdo que compreende um fluido corporal
de mamifero com um antigeno especifico para um auto-anticorpo, em que o

dito fluido corporal de mamifero € conhecido conter auto-anticorpos
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imunologicamente especificos para o antigeno € em que o material calibrador
compreende um fluido de drenagem, exudato ou transudato;

(b) detectar a quantidade de ligacdo especifica entre o dito
antigeno e auto-anticorpo presente no material de calibragao; e

(c) plotagem ou cdlculo de uma curva da quantidade da dita
ligacdo especifica versus a diluicdo do material de calibragdo para cada
dilui¢do do material de calibragdo usado na etapa (a), desse modo calibrando
um imunoensaio usando-se o dito antigeno para a deteccdao do dito auto-
anticorpo.

9. Método de acordo com a reivindicagado 8, caracterizado pelo

fato de que o material de calibragdo compreende fluido corporal humano.
10. Método de acordo com a reivindicagdio 8 ou 9,

caracterizado pelo fato de que o material calibrador compreende fluido

corporal coletado de um ou mais individuos com cancer.
11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 8

a 10, caracterizado pelo fato de que o material de calibracdo compreende

fluido corporal coletado a partir de uma cavidade ou espago corporal em que
um tumor estd ou estava presente ou com o qual um tumor estd ou estava
associado.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que o material de calibragdo compreende fluido pleural coletado
de um ou mais individuos com céncer.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que o material de calibragao compreende fluido de ascite coletado
de um ou mais individuos com cancer.
14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 9

a 13, caracterizado pelo fato de que o material de calibracdo compreende

fluido corporal humano que € conhecido conter auto-anticorpos humanos

naturais que sao imunologicamente especificos para uma proteina marcadora
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de tumor.
15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8

a 14, caracterizado pelo fato de que o antigeno da parte (a) € usado em uma

concentracdo maior do que 20 nM.

5 16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o antigeno da parte (a) € usado em uma concentragdo na faixa
de 20 nM a 180 nM.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de que o antigeno da parte (a) € usado em uma concentragao na faixa
10 de50nM a 160 nM.
18. Kit de imunoensaio para a detec¢do de auto-anticorpos,

caracterizado pelo fato de que compreende uma série de padroes de calibragao

para o uso na calibragdo de um imunoensaio para a deteccdo de auto-
anticorpos, em que cada padrdo de calibragdo na dita série compreende uma
15  diluigdo diferente de um fluido corporal de mamifero, o dito fluido corporal
de mamifero sendo conhecido por conter auto-anticorpos humanos naturais, €
em que o material calibrador compreende um fluido de drenagem, exudato ou
transudato € um reagente de imunoensaio que compreende um antigeno
imunologicamente especifico para os ditos auto-anticorpos.

20 19. Uso de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado

pelo fato de que o imunoensaio € para a detec¢do de auto-anticorpos contra

doencga autoimune benigna.
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