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DESCRIGCAO

VECTOR PARA A SELECQAO EFICIENTE E/OU MATURAQITLO DE UM
ANTICORPO E SUA UTILIZAQAO

A presente invencdo refere-se a um método de melhorar a
capacidade de seleccdo de anticorpos na biblioteca de
macrbfagos, na qual a dita melhoria é obtida através da
reducdo dos niveis de expressdo dos anticorpos produzidos
na referida biblioteca.

Campo da invencgéao

A tecnologia de ADN recombinante oferece uma alternativa
barata e util para a producdo de anticorpos monoclonais. A
Exibicédo de anticorpos recombinantes em capsideo
bacteriéfago, conhecida como a exposicdo do fago, nédo sb
permite a geracdo de bibliotecas de anticorpos humanos para
a seleccdo de ligadores especificos, fornecendo anticorpos
Uteis para a terapia dgque ndo 1induz uma resposta imune
prejudicial nos pacientes, mas também facilita a maturacéo
de afinidade de anticorpos através da construcdo de
bibliotecas de anticorpos mutantes, dando clones com maior
afinidade.

A possibilidade de encontrar ligantes de alta afinidade
numa biblioteca de anticorpos recombinantes caracteriza a
sua qualidade, que depende de varios factores, como o
tamanho da biblioteca, a diversidade e a fonte de genes de
imunoglobulinas.

E sabido que varios tecidos linféides de doadores

imunizados ou ndo imunizados, como os linfécitos do sangue

periférico, baco e medula &éssea e até mesmo o tecido de

nédulos linfaticos metastaticos ou drenados de 1individuos
1



acometidos por tumores podem servir como fonte de
repertério de anticorpos especificos.

Embora as bibliotecas de anticorpos simples sejam mais
diversificadas e levem ao isolamento das especificidades de
anticorpos mais vastas, é razoavel sugerir que a construcéo
de uma biblioteca de anticorpos recombinantes de um
repertédrio Ig de um paciente afectado por uma doenca
especifica pode fornecer os fragmentos de anticorpos de
maior afinidade de ligacdo contra antigenos especificos.

Varios estudos publicados descrevem a construcdo de
bibliotecas de anticorpos recombinantes a partir de ndéddulos

linféaticos associados a tumores (Clin. Exp. Immunol.
1997 109 (1):166-74; 1Int. J. Mol. Med. 2004 14 (4):729-
3b; World J. Gastroenterol. 2004 10 (18):2619-23). Estes

estudos sdo baseados na ideia geral de que o tecido do
nédulo linfético de pacientes com cancro é infiltrado com
células B activadas, dque podem servir como fonte de
anticorpos especificos do tumor.

E muito dificil obter nédulos linfaticos metastaticos ou
drenados de pacientes com cancro de mama como material
cirurgico fresco. De acordo com a pratica médica recente,
0 cilrurgido remove apenas o nddulo linfatico sentinela ou
um pequeno dgrupo de nés (ndédulo linfatico sentinela e
aqueles mais proéximos dele), realizando assim uma cirurgia
menos invasiva e reduzindo os efeitos secundarios, ao invés
da remocdo de dezenas de nédulos linfaticos de acordo com a
técnica cirurgica anterior. Apbds a disseccdo do ndéddulo
linfadtico sentinela, praticamente todo o nédulo é estudado
para a presenca de micrometédstases ou de células cancerosas
individuais. Assim, na cirurgia do cancro da mama o ndédulo
linfatico metastatico ¢é ©praticamente descartado como
material cirurgico indisponivel.



A evidéncia dque os infiltrantes de linfbécitos B no tumor
(TIL-B) derivados de anticorpos podem também reconhecer as
células tumorais foi obtida através da producdo de
hibridomas humanos, obtidos a partir de TIL, capazes de
segregar anticorpos especificos do tumor (Lancet. 1982 1
(8262):11-4; Br. J. Cancer, 1983 47 (1):135-45); pela
expansdo de células B de TIL de bidépsias de tumores humanos
(Cancer Immunol. Immunother. 1994 38 (4):225-32); pela
expansdo de células B do melanoma derivado de TIL e
seguindo a clonagem de anticorpos scFv a partir do clone
célula B simples com melanoma de reactividade especifica
(Cancer Res. 1995 55:3584-91); e pelo transplante
subcutidneo do tecido do cancro do pulmdo humano em ratos
imunodeficientes produzindo anticorpos humanos provenientes
da TIL-B, dgue reconhecem duas proteinas especificas do
tumor (Cancer Invest. 2000, 18 (6):530-6; Cancer Res.
2002 62 (6):1751-6), sugerindo uma funcdo especifica da
TIL-B no tumor.

Recentemente, o carcinoma do colo do utero e um tipo raro
de cancro da mama, classificado como carcinoma medular
(MCB) foram mostrados ser caracterizados por infiltrado
linfoplasmocitario que se correlacionam com a melhoria do
prognéstico e sobrevivéncia do paciente. Essas doencas,
foram investigadas para compreender a natureza dos
linfécitos B infiltradas no tumor (TIL-B) usando métodos
também de demonstracdo de bacteridfagos. O estudo da
estrutura molecular das regides varidveis de anticorpos deu
provas de respostas 1imunes conduzidas por antigénios
humorais em carcinomas da mama medulares, bem como em
tumores cervicais. A  predominancia de oligoclonais
encontrada Jjustamente nos genes de anticorpos derivados de
TIL indica uma seleccdo clonal possivel das moléculas de Ig

contra neoantigénios especificos sobre-expressos, ou
especificamente expressos no tecido do tumor (Cancer
Immunol. Immunother. 2001 50 (10):523-32; Cancer Res.

2001 61 (21):7889-99; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001
98 (22):12659-64; J. Immunol. 2002 169 (5):2701-11).



Apesar das fortes indicacdes acima mencionadas que o tecido
do tumor é infiltrada com células B activadas, dque podem
servir como fonte de anticorpos especificos do tumor,
varios grupos de pesquisa, nas experiéncias de filtracao
realizadas com bibliotecas de demonstracdo de bacteridfagos
derivados de TIL contra antigenos tumorais purificados
conhecidos ou células tumorais vivas, ou cortes de tecido
congelado, falharam na seleccdo de um anticorpo especifico
discriminando entre o tumor e as células normais, ou uma
reactiva com células da superficie dos antigenos do tumor
(Cancer Res. 2001 61 (21):7889-99; Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 2001 98 (22):12659-64; Int. J. Cancer 2001
93:832-40) . S6 mais tarde, dois grupos diferentes
conseguiram identificar anticorpos especificos reconhecendo
as células tumorais com este tipo de Dbibliotecas de
demonstracdo de bacteriéfagos (J. Immunol. 2002 169:1829-
36; J Immunol. 2005 175 (4):2278-85).

Uma abordagem alternativa, baseada numa biblioteca de
expressdo de Dbacteridfagos derivada de um tumor e
protocolos de rastreio directo da placa, dgque evitou as
limitacdes do sistema de demonstracdo de Dbacteridéfagos
permitiu que Wu e colegas (Cancer Immunother Immunol. 2002
51 (2):79-90) 1isolassem anticorpos maltiplos vinculados
especificamente as células tumorais em cultura. Este
estudo indica que as dificuldades observadas na seleccdo de
anticorpos anti-tumoral da TIL derivadas das bibliotecas de
demonstracdo de bacteridfagos resultam da imperfeicdo dos
vectores de demonstracdo conhecidos na técnica. No
entanto, a anédlise directa também ndo é& um método excelente
para a seleccdo de anticorpos recombinantes a partir de
grandes bibliotecas. Na verdade, é um processo trabalhoso
exigindo grandes gastos de tempo e de meios, em relacdo a
tecnologia de demonstracdo de bacteridéfagos. Barbas et al.
(Phage Display: a laboratory manual, ISSN: 0-87969-546-3,
(2001) péaginas I-XVI, 1.1) divulga vectores de demonstracao
de bacteridfagos (pComb3H e pComb3X) em que os fragmentos
scFv estdo ligados ao aminoadcido 180 C-terminal da proteina
capsidial gpIII (aa230-460) dos bacteridfagos filamentosos.
Também divulga fasmideos compreendendo baixa eficiéncia ou
promotores repressores (plac) no vector fasmideo e métodos
para usar os ditos vectores na seleccdo e maturacdo de
4



scFv. O pedido de patente europeia EP 1 452 599 descreve
vectores de demonstracdo de bacteridfagos, fasmideos e
bibliotecas de demonstracdo de Dbacteridéfagos que exibem
varios peptideos epitopos ou dominios de proteina com
potencial para vincular a um material alvo de interesse. A
WO 92/01047 divulga um método para produzir um membro
multimérico de um par de 1ligacdo especifica (sbp), gque
compreende expressar num organismo hospedeiro recombinante
uma primeira cadeia polipeptidica do membro sbp ou uma
populacdo geneticamente diversificada desse tipo de membro
sbp fundido a um componente de um pacote de demonstracéo
replicavel genético segregado (rgdp), dgue assim apresenta o
polipeptideo na superficie do pacote e expressa no
organismo hospedeiro recombinante uma segunda cadeia
polipeptidica do multimero e causa ou permite que as
cadeias polipeptidicas se unam para formar o multimero como
parte do rgdp, sendo pelo menos uma das cadeias
polipeptidicas expressa a partir do &cido nucléico dque é
capaz de ser compactado usando o componente pelo qual o
material genético de cada rgdp codifica uma cadeia
polipeptidica. Também descreve vectores fasmideos em gue
as sequéncias de nucleotideos scFv sdo fundidas para as
proteinas GIII de um Dbacteridéfago filamentoso e a
preparacdo do dito scFv. A WO 93/11236 divulga um método
para fornecer uma biblioteca de pacotes de demonstracéo
genéticos replicaveis (rgdps), cada um exibindo, na sua
superficie, um par de membros de ligacdo especifica (sbp),
e cada um contendo &acido nucleico com sequéncias derivadas
das espécies de mamiferos, codificando a cadeia
polipeptidica que é componente do membro sbp exibido na
superficie; e (b) seleccdo pela ligacdo com o antigeno
proprio (Ag), um ou mais membros sbp com especificidade
para o auto-antigeno.

A Requerente realizou uma triagem de bibliotecas de
demonstracdo de bacteridfagos de anticorpos recombinantes
derivados de TIL-B, utilizando novos vectores fasmideos
PKM19 e demonstraram uma eficiente seleccdo de anticorpos
especificos do tumor contra antigenos tumorais desejéaveis
bem como contra células vivas do carcinoma da mama.



Resumo da invencgao

Os autores descobriram que é possivel melhorar a eficiéncia
da seleccdo e/ou da maturacdo de anticorpos recombinantes a
partir de bibliotecas usando o sistema de demonstracédo de
bacteridéfagos, apds modificacdes adequadas de vectores da

técnica anterior. Os vectores da técnica anterior sdo, ou
seja, vectores fasmideos como em "Antibody Enginnering - A
pratical approach (McCafferty, J. Hoogenboom, H. &

Chiswell D., eds), pp.325, Oxford University Press, 1996)".

Por 1isso, ¢é um objecto da presente invencdo um vector
apropriado para a seleccdo eficiente e/ou maturacdo de um
anticorpo recombinante pertencente ao grupo de: scFv,
fragmentos activos de Abs, sequéncias humanizadas de Abs, o
dito vector caracterizado em que 1) contém pelo menos um
elemento capaz de reduzir o nivel de expressao do anticorpo
recombinante pertencente ao grupo de: a) um cddon de parada
suprimido dentro quer do peptideo lider ou da sequéncia de
codificacdo do anticorpo; b) um promotor de baixa
eficiéncia que conduz a transcricdo da referida sequéncia
de codificacdo do anticorpo; e 1ii) tem uma eficiéncia
melhorada de exibicéao dos referidos anticorpos
recombinantes por meio de: a) fusdo da sequéncia de
codificacdo do anticorpo recombinante para uma sequéncia de
codificacdo para a parte carboxi-terminal da proteina PIII;
e Db) utilizando como peptideo lider do anticorpo
recombinante o peptideo lider da fosfatase alcalina de E.
Coli-, e <c¢) eliminando qualgquer cédon Aambar entre a
sequéncia de codificacdo do anticorpo recombinante e a
sequéncia de codificacdo PIII, em gque o nivel de expresséo
do anticorpo recombinante pode ser reduzido por um inibidor
do promotor da transcricdo da dita sequéncia de codificacéo
do anticorpo.

O vector da invencdo pode ser um plasmideo, um fasmideo, um
bacteriéfago, ou quaisquer outros vectores conhecidos pelos
peritos na técnica.



Barbas et al. (Phage Display: a laboratory manual, ISSN:
0-87969-546-3, (2001) paginas I-XVI, 1.1) divulga vectores
de demonstracdo de bacteridtfagos (pComb3H e pComb3X) em que
os fragmentos scFv estdo ligados ao aminoacido 180 C-
terminal da proteina capsidial gpIII (aa230-460) dos
bacteriéfagos filamentosos. Também divulga fasmideos
compreendendo baixa eficiéncia ou promotores repressores
(plac) no vector fasmideo e métodos para usar os ditos
vectores na seleccdo e maturacdo de scfv.

O pedido de patente europeia EP 1 452 599 descreve o0s
vectores de demonstracdo de Dbacteridfagos, fasmideos e
bibliotecas de demonstracdo de Dbacteridéfagos gue exibem
varios ©peptideos epitopo ou dominios de proteina com
potencial para vincular a um material alvo de interesse.

A WO 92/01047 divulga um método para produzir um membro
multimérico de um par de 1ligacdo especifica (sbp), que
compreende expressar num organismo hospedeiro recombinante
uma primeira cadeia polipeptidica do membro sbp ou de uma
populacdo geneticamente diversificada desse tipo de membro
sbp fundido a um componente de um pacote de demonstracéao
replicédvel genético segregado (rgdp), Jgue assim apresenta o
polipeptideoc na superficie do pacote e expressa no
organismo hospedeiro recombinante uma segunda cadeia
polipeptidica do multimero e causa ou permite que as
cadeias polipeptidicas se unam para formar o multimero como
parte do rgdp, sendo pelo menos uma das cadeias
polipeptidicas expressa a partir do acido nucléico due é
capaz de ser compactado usando o componente pelo qual o
material genético de «cada rgdp <codifica uma cadeia
polipeptidica. Também descreve vectores fasmideos em que as
sequéncias de nucleotideos scFv sdo fundidas para as
proteinas gIII de um Dbacteriéfago filamentoso e a
preparacdo do dito scFv. A WO 93/11236 divulga um método
para fornecer bibliotecas de pacotes de demonstracéao
genéticos replicéaveis (rgdps), cada um exibindo, na sua
superficie, um par de membros de ligacédo especifica (sbp),
e cada um contendo 4&cido nucleico com uma sequéncia
derivada das espécies de mamiferos, codificando a cadeia
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polipeptidica que ¢é componente do membro sbp exibido na
superficie; e (b) seleccdo pela 1ligacdo com o antigeno
proprio (Ag), um ou mails membros sbp com especificidade
para o auto-antigeno.

Por 1isso, ¢é um objecto da presente invencdo um vector
apropriado para a seleccdo eficiente e/ou maturacdo de um
anticorpo recombinante, pertencente ao grupo de: scFv,
fragmentos activos de Abs, sequéncias humanizadas de Abs,
sendo o dito vector caracterizado por

i) conter pelo menos um elemento capaz de reduzir o nivel
de expressao do anticorpo recombinante pertencente ao grupo
de: a) um cdéddon de parada suprimido dentro quer do peptideo
lider ou da sequéncia de codificacdo do anticorpo; b) um
promotor de baixa eficiéncia conduzindo a transcricdo da
referida sequéncia de codificacdo doanticorpo; e

ii) ter uma eficiéncia melhorada de exibicdo dos referidos
anticorpos recombinantes por meio de: a) fusdo da sequéncia
de codificacédo do anticorpo recombinante para uma sequéncia
de codificacdo para a parte carboxi-terminal da proteina
pIII; e b) utilizacdo como peptideo 1lider do anticorpo
recombinante o peptideo lider da fosfatase alcalina de E.
coli-, e c¢) eliminacdo de gualgquer cdédon Aambar entre a
sequéncia de codificacdo do anticorpo recombinante e a
sequéncia de codificacédo pIII,

em que o nivel de expressdo do anticorpo recombinante pode
ser reduzido por um inibidor do promotor da transcricdo da
dita sequéncia de codificacdo do anticorpo.

Promotores de baixa eficiéncia sdo conhecidos na técnica e
sdo exemplificados em Biochem J. 1970 117: 741-746).
Inibidores apropriados para os promotores sdo conhecidos na
técnica e sdo exemplificados em J. Bacteriol. 1979.138
(1) :40-7.



E um objecto adicional da presente invencdo um vector
fasmideo tendo a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1.

Esse vector, chamado pKM19, é concebido para a exibicdo de
anticorpos recombinantes em formato de cadeia uUnica sobre a
superficie de bacteridfagos filamentosos.

E um objecto adicional da invencdo uma biblioteca de de
demonstracdo de bacteriéfagos de anticorpos obtida por
clonagem de cADNs no vector da invencdo. De preferéncia, a
biblioteca é obtida por clonagem no vector de cADNs da
invencdo a partir de células produtoras de anticorpos, mais
de preferéncia de linfécitos infiltrantes de tumor (TILs)
ou linfdécitos de sangue periférico (PBLs). Num aspecto
preferido tais anticorpos produtores de células séao
isolados de um sujeito afectado por um tumor, de
preferéncia a partir de um sujeito afectado por cancro da
mama. Em alternativa, a biblioteca ¢é —composta por
bibliotecas de anticorpos sintéticos ou semi-sintéticos,
também mutantes para a maturacdo de afinidade dos
anticorpos.

E um objecto adicional da presente invencdo uma célula
hospedeira transformada com o vector da invencéo. E um
objecto adicional da presente invencdo um método para
melhorar a seleccdo e/ou maturacdo de um anticorpo
recombinante compreendendo a etapa de clonagem e expressao
de cADNs, ou sequéncias de anticorpos sintéticos ou semi-
sintéticos, mesmo mutados para a maturacdo de afinidade de
anticorpos para o vector, como descrito acima.

A invencdo serd agora descrita por meio de exemplos néo
limitativos referindo-se aos desenhos seguintes:



Descrigdao detalhada dos desenhos

Figura 1. E descrito esquematicamente os elementos
essenciais do plasmideo pKM16 util para a producdo de
anticorpos soluvels em formato scFv e o0s elementos
essenciais de plasmideos pKM17, pKM18 e pKM19 uteis para a
producdo de anticorpos de demonstracdo de bacteridfagos.
Estes plasmideos direccionam a expressdo de anticorpo sob
controlo do promotor plac. Os Unicos sitios de clonagem
Nco I e Not I permitem a insercdo de um gene de anticorpo
para expressar anticorpos de cadeia uUnica com um peptideo
lider da enzima bacteriana periplésmica, fosfatase alcalina

(lider PhoA). O plasmideo pKM17 <codifica a proteina
inteira pIII (406 aa) e os plasmideos pKM1I8 e pKM19
codificam a parte carboxi-terminal de pIII (197 aa). 0

plasmideo pKM19 contém o cddon ambar em lider PhoA.

Figura 2. E descrita a estrutura detalhada do vector
fasmideo pKM19. A modificacdo especifica feita é relatada
na figura e descrita no texto.

Figura 3. Producdo de scFv Soluvel usando o plasmideo
PKM16. Trés clones independentes obtidos por clonagem
antigeno anti-carcino-embriondrio scFv (CEA) no gene em
pPKM16 foram testados para a producdo de scFv soluveis
(linhas gel 1-3). As fraccdes proteicas periplésmicas
foram purificadas de bactérias pelo método de congelacdo e
descongelacao. O marcador do tamanho da proteina esta
incluido. A membrana de Western blot foil desenvolvida com
um anticorpo secundério conjugado anti-FLAG AP. As bandas
correspondentes aos anticorpos scFv solaveis (de peso
molecular esperado kDa 26) migram entre as bandas de 24,5 e
35,9 kDa.

Figura 4. Mostrar a eficiéncia dos plasmideos pKM17, pKM18
e pPKM19 em comparacdo com um sistema de fasmideos cléssico.
Os anticorpos anti-CEA scFv apresentados pelos trés
plasmideos diferentes, foram analisados por ELISA contra a
proteina CEA e comparados com bacteridtfagos MA39 (anti-
CEA/pDN322) . O bacteridéfago auxiliar, MI13K07, dque né&o
apresenta fragmentos de anticorpos, foi incluido como
controlo negativo. Os dados reportados sdo valores médios
dos ensaios realizados em duplicado. A maior concentracéo
de bacteriéfago, marcado por asterisco, corresponde a 10"
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TU para todos os bacteriéfagos e 3x10'° TU para anti-
CEA/pKM17. O teste de ELISA foi realizado utilizando o
anti-M13 (painel A) ou, alternativamente, o anticorpo
secundario anti-FLAG (painel B).

Figura 5. Filtracdo de amostras de bacteridéfagos. Sobre
2x10% TU/poco de cada preparacdo ou a quantidade
correspondente de amostras de filtrado foram testadas em
ELISA e desenvolvidas como anticorpos secundarios anti-M13
(painel A) ou anti-FLAG (painel B). Os dados reportados
sdo valores médios dos ensaios realizados em duplicado. Os
dados mostram que a reactividade dos filtrados contra a CEA
como percentual da reactividade original de amostras né&o-
filtradas (100%).

Figura 6. Concorréncia com anti-CEA scFv soluvel.
Sobrenadantes preparados recentemente de MA39 (10 upL) e
bacteriéfagos anti-CEA/pKM19 (5 mL) competiram com vAarias

quantidades do anticorpo anti-CEA purificado soluvel. Os
dados s8o expressos em percentagem de reactividade dos
sobrenadantes sem concorrentes. O anti-SP2 scFv soluvel

irrelevante foi utilizado como controlo negativo.

Figura 7. Competicéao com sobrenadantes filtrados
bacteridéfagos. Sobrenadantes preparadas recentemente de
MA39 (10 uL) e Dbacteridfagos anti-CEA/pKM1° (5 pL)
competiram com 10 pL ou 50 upuL dos filtrados dos
sobrenadantes do mesmo bacteriéfago. Os dados séao
expressos em percentagem da reactividade dos sobrenadantes
sem concorrentes.

Figura 8. Western blot de bacteridéfago PEG recombinante
purificado. Extractos de proteina de cerca de 5x10° PFU de
bacteriéfagos MA39, anti-CEA/pKM18 e anti-CEA/pKM19 e 1x10°
PFU de anti-CEA/pKM17 foram fraccionados por SDS-PAGE e
transferidos para uma membrana de nitrocelulose. As faixas
de membrana foram desenvolvidas com um anticorpo conjugado

anti-FLAG AP-. O marcador do tamanho da proteina esté
incluido (ultima faixa). As proteinas scFv-PIII (66,1 kDa)
e scFv-ApIII (45,2 kDa) migram como bandas de peso

molecular mais elevado por causa de uma porcdo da proteina
pIII andémala descrito anteriormente (Goldsmith e
Konigsberg, 1977).
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Figura 9. Seleccdo contra a proteina GST-SP2. E mostrada a
reactividade dos tanques de bacteriéfagos derivados dos
primeiro e segundo turnos da biblioteca scFvVEC23. GST
(glutationa S-transferase), leite e estreptavidina,
presentes no sistema de seleccdo, sdo incluidos como
controlos negativos. Os dados reportados sdo valores
médios dos ensaios realizados em duplicado. A entrada do
bacteriéfago foi normalizada uma vez que 3x10° TU por cada
poco de cada preparacdo fol testado em ELISA.

Figura 10. Seleccdo de afinidade de gene maturado anti-CEA
de uma biblioteca de maturacdo. Neste ensaio, imunoreaccdes
positivas foram desenvolvidas por um anticorpo secundario
conjugado anti-FLAG AP, a fim de moderar os sinais
positivos e tornar visivel o aumento da reactividade
durante o processo de seleccéo. O bacteridéfago auxiliar,
M13K07, que nado apresenta fragmentos de anticorpos, foi
incluido como controlo negativo. A reactividade do
anticorpo anti-CEA original em pKM19 (anti-CEA/pKM19),
biblioteca de maturacdo (Lib.), tanques de bacteridéfago
depois da primeira e segunda ronda de seleccdo (ronda I,
ronda II) e clones individuais (cl.1l, cl.2) do tanque de
bacteridéfagos apds a segunda ronda de seleccdo de
afinidade, testado no CEA e proteina GST irrelevante, séao
mostrados. Os dados reportados sdo valores médios dos
ensaios realizados em duplicado. A entrada do bacteridéfago
foi normalizada. Cerca de 3x10*° TU por poco de cada
preparacdo foil testado em ELISA.

Figura 11. Reactividade de ELISA de soluveis scFvs
maturados. Varias quantidades de anticorpos soluveis foram
testadas em placas CEA revestidas. As ligacdes scFvs foram
desenvolvidas usando um anticorpo secundadrio anti-FLAG. Os
dados reportados sdo valores médios dos ensaios realizados
em duplicado. O anticorpo anti-SP2 irrelevante e o
anticorpo anti-CEA E8 maturado, obtido anteriormente
(Pavoni et al., 2006), foram incluidos como controlos.

Figura 12. Especificidade de clones maturados. Cerca de
250 ng por poco de anticorpos originais e maturados na
forma soluvel foram analisados com CEA e véarias proteinas
irrelevantes. O anticorpo anti-SP2 irrelevante foi incluido
como controlo negativo. Os dados reportados sao valores
médios dos ensaios realizados em duplicado.
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Figura 13. Anadlise V(D) J de genes derivados de anticorpos
TIL. cCcADNs SMART provenientes de 10 amostras diferentes do
tumor (pacientes B84, B85, B87, B89, B90, B91, B92, B93,
B95, B96), a partir da mama normal, testiculo normal e
linfécitos de gquatro dadores saudéveis (L1, L2, L3, L4),
foram utilizados como molde para a amplificacdo das regides
de anticorpos V(D) J. As amostras dos cADNs foram
normalizadas pela amplificacdo do gene B-actina de limpeza.
Os fragmentos V(D)J foram bem amplificados de todos os
modelos excepto do cADN do testiculo normal. B. Os mesmos
produtos de PCR foram fraccionados por PAGE dando uma maior
resolucdo para as bandas de ADN.

Figura 14. Distribuicdes de subclasses do anticorpo.
Amostras da mama normal amplificadas por PCR e amostras B84
de ADN, nao apresentando bandas oligoclonais no teste
V(D)J, tém uma prevaléncia de bandas de IgA em comparacao
com IgGl e IgG2 (painel esquerdo), enquanto trés amostras,
mostrando bandas oligoclonais fortes no teste anterior
(B91, B92 e B93), tém prevaléncia das bandas IgGl ou ambas
IgGl e IgG2 em comparacdo com a IgA (painel direito).

Figura 15. Sequéncias de aminoadcidos das regides variaveis
de 30 clones aleatdédrios obtidos por clonagem da cadeia de
genes de anticorpos y provenientes de cADNs B92 e B93. A
sequéncia de peptideo é relatada com o cdéddigo de uma Unica
letra. Aminoacidos idénticos em clones semelhantes séo
representados por um traco.

Figura 16. Seleccdo de proteinas ED-B, MUCl e CEA. Foi
testada a reactividade dos tanques de bacteridfago
derivados da segunda e terceira rondas em comparacado Ccom as
bibliotecas originais. GST ¢é incluido como controlo
negativo. O controlo negativo adicional, a proteina D
possuindo cauda 6His como uma proteina alvo usada na
seleccdo foi wutilizado no caso de ED-B. Os dados
reportados s&o valores médios dos ensaios realizados em
duplicado. A biblioteca ScFvEC23 deriva de PRL. MixTIL é
uma mistura de quatro Dbibliotecas derivadas de TIL
(ScFvB87, ScFvB95, ScFvB96 e ScFvmix), como indicado na
tabela 1.

Figura 17. Reactividade de ELISA de clones bacteridéfagos
individuais exibindo anticorpos scFv. Foi testada a

13



reactividade dos clones bacteridéfagos individuais
seleccionados contra ED-B (clones EDEl, EDE3, EDE5, EDB5,
tabela 5), MUCl1 (clones ME 1, ME2, MB5, tabela 5) e CEA
(clones CR3, CB37, CB40, CB41, CB53, CB60, tabela 5) apds a
terceira ronda de seleccdo usando as respectivas proteinas.
Os dados reportados sdo valores médios dos ensaios
realizados em duplicado. Diversas proteinas irrelevantes e
um anticorpo bacteridfago anti-SP2 irrelevante sao
incluidos como controlos negativos.

Figura 18. Foi testada a reactividade das células baseadas
em digitalizacdo contra as células de tanques de
bacteriéfagos de cancro da mama fixo (MCF7) e fibroblastos
humanos (HFF) derivadas da dquarta e quinta rondas de
digitalizacdo em comparacdo com as bibliotecas originais.
Os dados reportados s&o valores médios dos ensaios
realizados em triplicado. As bibliotecas scFvB96 e mixLIB
sdo definidas na Tabela 2.

Figura 19. Reactividade de células ELISA contra células
fixas de clones bacteridéfagos 1individuais. Os dados
reportados s&do valores médios dos ensaios realizados em
triplicado. O desenvolvimento celular com o anticorpo
anti-SP2 irrelevante ¢é 1incluido como controlo negativo.
MCF7 e MDA-MB-468: células de carcinoma de mama fixo; HFF:
fibroblastos humanos e MCF10-2A: células epiteliais normais
da mama.

Figura 20. Origem dos anticorpos anti-MCF7 scFv. Um uL de
cada Dbiblioteca de bacteridéfago scFv foi amplificado por
PCR usando oligonucleotideos 1iniciadores especificos para
0s genes de anticorpos analisados. O bacteridéfago PEG
purificado correspondente foi utilizado como <controlo
positivo (Gltima  linha). O gene anticorpo anti-SP2
irrelevante de origem conhecida, escolhido anteriormente da
biblioteca scFvEC23 derivado de PBL, também foi testado. O
anticorpo anti-MUCl MB5 e o anticorpo anti-CEA CB37 foram
seleccionados a partir da mistura de bibliotecas derivadas
TIL. Os anticorpos mix 11, mix 12, mix 17 e mix 39 foram
seleccionados a partir da mistura de bibliotecas derivadas
de TIL e derivadas de PBL. Os anticorpos sido definidos na
Tabela 5.
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Figura 21. Coloracdo fluorescente do carcinoma da mama MCE7
ndo-permeabilizado e células do epitélio da mama normal
MCF10-2A fixadas pelos anticorpos de demonstracdo de
bacteridéfagos scFv (mix17 (A), mix7 (B)).

Figura 22. A. Coloracéao fluorescente de células do
carcinoma mamario MCF7, antigenos tumorais SKBr3
expressando MUCl1 e células do epitélio mamério normal
MCF10-2A, utilizando anticorpo de demonstracao de
bacteriéfago anti-MUC1 MB5 scFv; B. Coloracdo de células de
adenocarcinoma colo-rectal LoVo expressando CEA por
anticorpo de demonstracdo de bacteridéfago anti-CEA CR37
scFv. A coloracadao das células de controlo negativo MCF10-
2A é incluida. O0Os exemplos a seguir ilustram a invencdo.

Exemplo 1l: Construgdo do novo vector fasmideo pKM19 para

exibigcdo de anticorpos de cadeia tuUnica em bacteriéfagos
filamentosos.

Introdugéao

Este trabalho descreve a construcdo de um novo vector
fasmideo pKM19 para a exibicdo de anticorpos de cadeia
Unica em Dbacteridéfagos filamentosos. Esse wvector &
caracterizado por varias diferencas em relacdo aos sistemas
canbnicos.

a) Cédon Ambar

Os fasmideos cléssicos contém um cddon ambar entre o0s genes

scFv e gpIII, direccionando a producdo de scFvs livres e

fusdo de anticorpos scEFv-pIII em supressor de bactérias,

tais como TG1, ou DHbuF', ou XL1-Blue, geralmente

utilizados para amplificacdo de Dbacteridéfagos. Essas

estirpes bacterianas, levando a mutacao SupkE, sao
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supressoras de glutamina inserida com a eficiéncia de

supressao dependente do cbdbdon apds o TAG (J. Mol. Biol.
1983 164 (1):59-71; Mol. Gen. Genet. 1987 207 (2-3):517-
518). Em tal sistema, a producdo de anticorpos scFv livres

soluveis ¢é segregada no périplasma e depois wvazada do
périplasma para o meio. Nos termos do protocolo padrédo da
purificacdo de bacteridfago por PEG/NaCl, os anticorpos
livres scFv s&do co-precipitados com particulas de
bacteridéfago. Como resultado, a concentracdo de anticorpos
livres em suspensdao de bacteridéfago pode ser cinco a dez
vezes maior que a concentracdo de proteinas de fusdo scEFv-
PIII montadas na particula do bacteridéfago. Numa seleccéo
posterior, os anticorpos livres abundantes competem com os
anticorpos de demonstracdo de bacteridéfagos para uma

vinculacdo alvo. Isto interfere com a eficiéncia da
digitalizacéao e retarda o} processo de seleccéo,
especialmente:

i) quando a concentracdo de antigeno ¢é limitada (por
exemplo bio-digitalizacdo em células vivas, células ex-
vivo),

ii) nas rondas tardias de digitalizacao, onde a
concentracdo de um bacteridéfago especifico é relativamente
elevada, ou

iii) em bibliotecas de maturacéo, que contém muitos
anticorpos relativos com a mesma especificidade.

Portanto os fasmideos cléssicos precisam ser modificados
para uma seleccdo melhorada e/ou maturacdo dos anticorpos.

Como esperado a partir de dados da literatura, a presenca
de um céddon ambar posicionado numa sequéncia de codificacéao
para um peptideo lider de fosfatase alcalina em pKM19, leva
a um nivel relativamente baixo de expressdo de anticorpos
recombinantes em bactérias supressoras de ambar abrigando
este plasmideo.
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Foi mostrado (Gene 1999 228:23-31) que a inibicdo do
promotor lac apenas por repressdo catabdlica com a glicose
ndo é suficiente para equilibrar as taxas de crescimento
dos diferentes clones, com ou sem cobobdons de parada. A
menor expressdo de scFv conseguida usando pKM19, reduz a
toxicidade dos anticorpos recombinantes para o hospedeiro
bacteriano e ndo tem qualquer influéncia sobre a eficécia
da exibicédo.

Usando pKM 19 os autores demonstraram:

(i) que o actual nivel de expressao do anticorpo &
suficiente para produzir anticorpos bacteriéfagos altamente
reactivos, dando um sinal semelhante no teste de ELISA em
comparacdo com o bacteridéfago pKM18 sem cddon ambar;

(ii) que os anticorpos especificos podem ser facilmente
isolados de uma biblioteca scFv construida a partir de
linfécitos do sangue periférico de um paciente com
anticorpos contra uma proteina alvo depois de apenas duas
rondas de seleccédo;

(1ii) que a maturacdo do anticorpo anti-CEA 1leva ao
isolamento dos clones melhorados scFv sem cdéddons de parada,
em comparacdo com a maturacdo realizada por meio de
vectores candnicos (BMC Cancer 2006 06:41).

b) Proteina do gene III

O vector pKM19 permite a clonagem de fragmentos scFv como a
fusdo amino terminal da proteina do gene suprimido III.

Comummente utilizados os vectores de demonstracdo de

bacteridéfagos levam a 1incorporacdo das particulas do

bacteriéfago no pIII completo fundido com o fragmento de

anticorpo (em Antibody Engineering - A pratical approach:

McCafferty, J. Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds, pp.325,
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Oxford University Press, 1996), enquanto gque no caso do

plasmideo pComb3 utilizado para exibir Fab (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1991 88 (18):7978-7982), o fragmento de
anticorpo é fundido a metade carboxi terminal do pIII. A

infecciosidade desses bacteridéfagos recombinantes é obtida
durante a sua propagacdo, uma vez que a super-infeccdo com
um bacteridéfago auxiliar fornece a proteina do gene nativo
IIT.

De acordo com os dados actuais, a fusdo de anticorpo de
cadeia uUnica com a parte C-terminal de pIII melhora a
producdo e a eficiéncia da demonstracdo dos bacteridfagos
de um anticorpo em comparacdo com o peso da proteina de
fusdo pIII. Esses dados estdo de acordo com dados
anteriores do Kretzschmar (Gene 1995 155 (1):61-65). A
eficiéncia melhorada da demonstracdo em combinacdo com a
eliminacdo de anticorpos scFv a partir da mistura de
incubacdo facilita a seleccdo de afinidade e resulta em
enriquecimento rapido dos tanques do bacteriéfago para
clones especificos. Isso também pode contribuir para a
reducdo dos céddons de parada em clones seleccionados uma
vez que um menor numero de rondas de
digitalizacdo/amplificacédo sdo necessarias para completar a
seleccéo. O crescimento répido de clones defeituosos tem
menores hipdteses de ser isolado.

c) Peptideo lider PhoA

Em bactérias abrigando o vector pKM19, apds a sintese de
proteinas recombinantes, o peptideo lider PhoA é clivado
pela peptidase lider em translocacdo de membrana, e o scFv-
PIII é instalado na particula bacteriéfago. Desta forma, o
sitio de clivagem total da fosfatase alcalina, uma proteina
periplasmica verdadeira de E. coli, é preservado para
garantir o ©processamento eficiente e correcto e a
instalacdo dos anticorpos. Como resultado, a proteina
madura contém dois aminocdcidos adicionais na extremidade N-
terminal de scFv. ©No sistema descrito, ¢ necessario
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reclonar o gene do anticorpo no plasmideo adequado para a
posterior producdo de anticorpos soluveis. Nesta fase, os
aminoadcidos adicionais podem ser conservados ou eliminados
de acordo com requisitos especificos.

Em conclusdo, a combinacdo da expressido relativamente baixa
dos anticorpos exibidos pela introducdo do céddon ambar
antes do gene do anticorpo com eficiéncia de demonstracéo
melhorada torno o novo fasmideo pKM19 util tanto para a
seleccdo dos anticorpos scFv recombinantes contra os alvos
desejados a partir de grandes bibliotecas, como para a sua
maturacdo de afinidade. O plasmideo garante eficiente
demonstracdo e permite a reducdo do preconceito bioldgico
contra anticorpos "dificeis" na etapa delicada de seleccéo
inicial. Além disso, este vector é particularmente util
para a maturacdo de afinidade dos anticorpos, uma vez dque
0s nivels de expressdo elevada podem aumentar a avidez de
particulas bacteridfagas exibindo Ab, levando a seleccdo de
anticorpos com apenas afinidade modesta.

Métodos

Estirpes de bactérias e bacteriéfagos

A estirpe bacteriana DHSoF’ (supE44 Alac Ul69 (80 laci
AM15) hsdR 17 recAl endAlgyrA96 thi-1 relAl F'[traD36
ProAB" LacI® lacZAM15]) foi utilizada para a producdo de
anticorpos Dbacteribéfagos e soluveis. O Dbacteriéfago
auxiliar M13 KO7 (Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989) foi utilizado
para a preparacado de bacteridfagos.
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O anticorpo bacteridéfago anti-CEA, MA39 (BMC Cancer 2006 6:
41), em plasmideo pDN322 (J. Biol. Chemnm. 1998 273 (34):
21769-21776) foi utilizado como fonte de gene do anticorpo
anti-CEA.

Construcdo de plasmideos

O plasmideo pC89 (J. Mol. Biol. 1991 222 (2):301-310) foi
amplificado por PCR inversa com os oligonucleotideos KM161,
KM162, contendo os sitios Hind III e Notl (sublinhado)
(KM161l 5'-GAGG AAGCTT CCATTAAACGGGTAAAATAC-3'(SEQ ID 78);
KM162 5'-TGCAATG GCGGCCGC TAATATTGTTCTGGATATTACCAGC-3' [SEQ
ID 79]). Na PCR inversa foi utilizada uma mistura de
polimerase Tag polimerase com Pfu ADN para aumentar a
fidelidade da sintese de ADN. Foram feitos wvinte e cinco
ciclos de amplificacdo (95°C-30s, 55°C-30s, 72°C-20min). O
produto da PCR foil digerido com endonucleases Hind III e
Notl e ligado com um oligonucleotideo duplo KM163 KM1o64
codificando o peptideo FLAG e a cauda His (KM163 5'-
AGCTTCCTC ATG TAG GCG GCC GCA GGA GAC TAC AAA GAC GAC GAC
GAC AAA CAC CAC CAT CAC CAC CAT TAA-3 '"[SEQ ID.80]; KM1oe4
ATT 5'-GGCC TTA ATG GTG GTG ATG GTG TTT GTC GTC GTC GTC TTT
GTA GTC TCC TGC GGC CGC CTA CAT GAGGA-3' [SEQ ID 81]). 0O
duplex de ADN clonado continha um sitio NotI interno, a
montante da sequéncia de codificacdo do peptideo FLAG,
enquanto o sitio NotI, usado para clonagem do duplex, néao
foi restaurado. O plasmideo pKM15 resultante foi recém
digerido com HindIII, endonucleases Notl e ligado com o
duplex KM175 KM176 codificando a sequéncia lider e os dois
primeiros aminodcidos da proteina bacteriana PhoA, contendo
o sitio de clonagem Ncol (KM175 5'-AGC TTA TAA AGG AGG AAA
TCC TCA TGA AAC AGA GCA CCA TCG CAC TGG CAC TGT TAC CGT TAC
TGT TCA CCC CGG TTA CCA AAG CAC GTA CCA TGG TTT CCC TTGC-
3'[SEQ ID 82]; KM176 5'-GGC CGC AAG GGA AAC GGT CAT GGT ACG
TGC TTT GGT AAC CGG GGT AAC CGG GGT GAA CAG TAA CGG TAA CAG
GGT TGC CAG TGC GGT GCT TTT CAT GAG GAT TTC CTC CTT TATA-
3'"[SEQ ID 83]). Este plasmideo pKM16 novo foi destinado
para a producdoc de anticorpos de cadeia unica soluveis
(Figura 1).
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O plasmidio pKM16 foi amplificado por PCR inversa com OS
oligonucleotideos KM181, KM182, apresentando os sitios de
restricdo EcoRI e BamHI, respectivamente (KM181 5'-GTG GTG
ATG GAA TTC TTT GTC GTC GTC GTC TTT GTA GTC-3'[SEQ ID 84];
KM182 5'-CAC CAT TAA GGA TCC TAA TAT TGT TCT GGA TAT TAC
CAG C-3'[SEQ ID 85]). O gene III de comprimento total
(NUimero de Adesdo V00604) e a parte 3' do gene que codifica
o ultimo 197 aa do pIII foram amplificados usando os
oligonucleotideos KM183, KMI185, KM184, KMI185 contendo os
sitios BamHI e EcoRI (sublinhado) e 1ligados em pKM16
digerido, dando o©os novos ©plasmideos pKM17 e pKM1S,
respectivamente (KM183 5'-TC TAT TCT GAA TTC GCT GAA ACT
GTT GAA AGT TGT TTA GC-3'[SEQ ID 86]; KMI184 5'-GC CAA TCG
GAA TTC CTG CCT CAA CCT CCT GTG AAT GCT-3'[SEQ ID 871;
KM185 5'- GAA CTG GGA TCC TTA AGA CTC CTT ATT ACG CAG TAT
G-3' [SEQ ID 88]).

Umn pequeno fragmento do plasmideo pKM18 codificando a
sequéncia lider foi amplificado por PCR com os iniciadores
KM186-KM180, introduzindo uma mutacdo &ambar no gene do
peptideo lider PhoA (KM186 5'-ACC CGT AAG CTT ATA AAG GAG
GAA ATC CTC ATG AAA TAG AGC ACC ATC GC-3'[SEQ ID 89]; KM180
5'"-TAG CCC CCT TAT TAG CGT TTG-3' [SEQ ID 9017). O produto
da PCR resultante foi digerido com HinIII e NotI e clonado
em pKM18, digerido com HindIII e NotI e purificado a partir
de agarose, para a construcdo do plasmideo pKM19.

Producdo de anticorpos soluveis

Uma uUnica coldédnia foi inoculada em 50 mL de LB contendo 100
pg/mL Ap e 2% de glicose. A cultura foili realizada a 37°C
por 2-3 horas até DO0O=0,8. As células recuperadas por
centrifugacédo, foram ressuspendidas em 50 mL de LB com Ap e
1 mM IPTG e incubadas durante a noite a 30-32°C. 0
sedimento celular foi ressuspenso em 500 uL de PBS. Apds
trés ciclos de congelamento e descongelamento, os restos
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celulares foram pelotizadas por centrifugacéo. 0
sobrenadante resultante foi utilizado para ELISA ou Western
Blot.

Purificacdo de linfécitos do sanqgue periférico e sintese do
ADN

Os linfécitos foram isolados a partir de 10 mL de sangue
periférico fresco da paciente EC23 (com estagio avancado de
cancro da mama), com um anticoagulante usando Ficoll-Paque
Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), de acordo com as

instrucdes do fabricante. O mARN foi isolado dos
linfécitos usando o Kit Dynabeads mRNA DIRECT (Dynal,
Noruega). O mRNA foi isolado dos 1linfécitos usando o Kit
Dynabeads mRNA DIRECT (Dynal, Oslo, Noruega). Um pg de ARN

poli (A)" dos linfécitos foi usado para sintetizar o cADN
completo usando o Kit SMART cADN Library Construction
(Clontech, Palo Alto, CA).

Construcdo da biblioteca ScFv

O repertdério de anticorpos do gene foi amplificado
utilizando um conjunto de iniciadores concebidos para a
amplificacdo dos dominios de anticorpos VH e VL, enquanto
os fragmentos scFv inteiros foram instalados in vitro como
foi descrito em [Pope, AR, Embleton, MJ & Mernaugh R.
(1996) Construction and use of antibody gene repertoires.
Em: Antibody Engineering - A pratical approach (McCafferty,
J. Hoogenboom, H. & Chiswell D., eds), pp.325, Oxford
University Press]. Os ultimos foram amplificados por PCR
com iniciadores de extensdo apropriados, incorporando oS
sitios de restricdo Ncol, Notl, e permitindo a clonagem de
genes scFv num vector pKM19. Os produtos resultantes da
PCR foram purificados em 1% de gel de agarose de Dbaixo
ponto de fusédo (NuSieve 3:1 agarose, Rockland, ME),
cortados com Ncol/Notl e inseridos num plasmideo digerido.
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A biblioteca transformada scFvEC23 contendo 1.77x10’ clones
independentes, com inserto de scFv de comprimento total. A
biblioteca scFVEC23 deriva da PBL obtida a partir de um
unico paciente EC23 com estagio avancado de cancro da mama.

Construcdo de biblioteca de mutantes anti-CEA scFv

A Dbiblioteca de maturacdo para o anti-CEA scFv foi
construida como descrito anteriormente (BMC Cancer 2006
06:41). Resumidamente, os fragmentos de genes mutados scfFv
foram gerados por PCR com os 1iniciadores: KM144-KM143
(KM143, 5'-GTCATCGTCGGAATCGTCATCTGC-3 '[SEQ ID 91],; KM144,
5'"-TGTGCGAAAAGTAATGAGTTTCTT TTTGACTACTGGGGC-3' [SEQ ID 92])
e KM148-KM145 (KM148, 5'-CTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGA-3'[SEQ ID
93], KM145, 5'-TCCGCCGAATACCAC ATAGGGCAACCACGGATAAGAGGAGTT
ACAGTAATAGT CAGCC-3' [SEQ ID 94]), que introduz mutacdes
aleatdédrias nas regides CDR3 de cadeias leves ou pesadas com

baixa frequéncia. Cada sublinhado base de
oligonucleotideos KM144 e KM145 foil substituido com uma
mistura de G/A/T/C com uma frequéncia de 10%. As partes
dos genes de anticorpos scFv em falta foram amplificadas
com iniciadores KM148-KM157 e KM158-KM143 para o HC e CIL,
respectivamente (KM157 5'-TTT CGC ACA GTA ATA TAC GG-3'[SEQ
ID 95]; KM158 5'- TAT GTG GTA TTC GGC GGA-3'[SEQ ID 9¢]).
A fim de reconstruir todo o gene, 0s fragmentos
correspondentes foram combinados e ampliados num processo
de PCR semelhante sem oligonucleotideos. O produto
resultante foi utilizado para amplificar o gene inteiro com
iniciadores externos KM148, KM143. O fragmento de ADN de
agarose final foi purificado, digerido com enzimas de
restricdo Ncol e NotI, e ligado com o plasmideo pKM19
digerido. A biblioteca resultante continha 2.2x10° clones
mutantes de anticorpos.
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Concorréncia com scFv soluveis

Placas de ELISA foram revestidas, bloqueadas e lavadas como
descrito acima. Diversas quantidades de anticorpos
soluveis anti-CEA MA39 (BMC Cancer 2006 6: 41) em 100 uL de
tampdo de bloqueio foram adicionadas aos pocos e incubadas
por 30 min a 37°C. Entdo, 10 uL (4.5x10° TU) do
bacteriéfago sobrenadante MA39 ou 5 puL  (3x10° TU) de
sobrenadante anti-CEA/pKM19 foram adicionados aos pocos e
incubados por mais 1 h, a 37°C. As placas foram lavadas e
0s bacteridéfagos 1ligados detectados por um anticorpo

conjugado anti-M13 HRP. Um scEFv anti-SP2 soluvel
irrelevante (Tabela 5), foi utilizado numa concentracédo
elevada (400 ng/poco) como controlo negativo. Uma menor

quantidade de bacteridéfagos anti-CEA/pKM19, em comparacado
com MA39, foi utilizado para a reactividade moderada de
ELISA deste bacteridéfago.

No caso da concorréncia com os filtrados do sobrenadante do
bacteridéfago, 10 pL ou 50 puL de filtrados MA39 ou
PKM19/anti-CEA em 100 uL de tampdo de bloqueio foram
utilizados como concorrentes. Os bacteriéfagos filtrados
foram obtidos a partir de preparacdes do sobrenadante do
bacteriéfago frescas usando uma coluna de filtracéo
Microcon 100.

Western blot de bacteridéfagos PEG purificados

O bacteridéfago foi purificado de acordo com o padrdo de
precipitacdo PEG/NaCl (J Sambrook, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989). Os extractos
de proteina de amostras de bacteridéfagos foram fraccionados
por SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose. As faixas da membrana foram desenvolvidas
com um anticorpo conjugado anti-FLAG AP.
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Bacteriéfago ELISA

Placas multi-pocos (Immunoplate Maxisorb, Nunc, Roskilde,
Dinamarca) foram revestidas a 4°C com uma solucdo de
proteina na concentracdo de 10 mg/mL em 50 mM de NaHCO3, pH
9.6. Apbs descartar a solucdo de revestimento, as placas
foram bloqueadas por 1 hora a 37°C com tampdo de bloqueio
ELISA (5% de leite seco magro, 0,05% Tween-20 em PBS). As
placas foram lavadas varias vezes com tampdo de lavagem
(0,05% Tween-20 em PBS). O bacteridéfago PEG purificado num
tampdo de Dbloqueio (1:1) foi adicionado a cada poco e
incubado por 1 hora a 37°C. As placas foram lavadas e ©
bacteridéfago 1ligado foi detectado por um anticorpo
secundadrio conjugado anti-M13 HRP (27-9421-01, Amersham
Biosciences, Uppsala, Suécia), ou anti-FLAG HRP (AS9044,
Sigma, St. Louis, MO), ou anti-FLAG AP (A9469, Sigma). No
caso dos conjugados PRH, a imunorreactividade foi
desenvolvida pela incubacdo com substrato ligquido TMB
(Sigma) por 15 min e interrompida pela adicdo de 25 uL 2 M
H,S04. Os resultados foram expressos como a diferenca entre
as absorbancias a 450 e 620 nm, determinadas por um leitor
ELISA automético. O conjugado de anticorpo AP foi
detectado através da incubacdo com 1 mg/mL de solucdo de
fosfato de p-nitrofenil em tampdc substrato (10% de tampéao
de dietanolamina, 0,5 mM MgCl2, pH 9,8) por 60 min. Os
resultados foram expressos como a diferenca entre as
absorbancias a 405 e 620 nm.

Os anticorpos sdo definidos na tabela 5.

Resultados

O plasmideo pKM16 (Figura 1) utilizado para a producdo de
anticorpos soluveis na configuracdo scFv é construido como
descrito acima. Este plasmideo dirige a expressdao da
proteina sob o controlo do promotor IacP. Os sitios de
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clonagem Ncol e NotIl Unicos permitem a insercdo de um gene
de anticorpo capaz de expressar anticorpos de cadeia unica,
com um peptideo lider da enzima bacteriana peripléasmica,
fosfatase alcalina (AP), e com oS dois primeiros
aminodcidos da proteina madura AP, em amino-terminal do
anticorpo; e FLAG/His no carboxiterminal do anticorpo. A
fim de confirmar as qualidades préticas do plasmideo, um
gene de um anticorpo de cadeia uUnica de especificidade
conhecida, o anti-CEA MA39, foi amplificado por PCR e
clonado no vector pKM16. Os autores analisaram entdo o
congelamento e descongelamento de proteinas purificadas
periplasmicas em Western blot desenvolvido com um anticorpo
secundario anti-FLAG (Figura 3). As bandas de anticorpos
de cadeia Unica migrados como proteinas com peso molecular
esperado. A sequéncia de proteinas N-terminal ©por
degradacdo de Edman confirma o processamento correcto do
peptideo lider.

Fasmideos para exibicdo de anticorpos scFv

Un fasmideo cléassico (pDN322) exibindo o anticorpo anti-CEA
de cadeia simples, MA39, foi comparado com vectores pKM17,
PKM18 e pKM19 exibindo o mesmo anticorpo, para a producéo
de particulas bacteriéfagas e demonstracdo de eficiéncia.
Os plasmideos pKM17 e pKM18 (Figura 1) permitem a
visualizacdo de fragmentos de anticorpos numa particula de
bacteridéfagos por fusdo, respectivamente, o pIII inteiro
(1-406 aa) ou apenas o dominio carboxi terminal (210-406
aa) da proteina. O plasmideo pKM19, derivado do pKM18,
abriga um cbédon ambar na sequéncia lider, levando a menor
producdo de proteinas de fusé&do scFv-pIII, em comparacdo com
pPKM18. Isto estd de acordo com os dados mostrando que em
bactérias supE, a eficiéncia da supressdo deste cdéddon TAG,
que depende do contexto de nucleotideos, é de cerca de 10-
15% (J. Mol. Biol. 1983 164 (1):59-71; Mol. Gen. Genet.
1987 207 (2-3):517-518).
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Os autores realizaram testes funcionais através da clonagem
do gene do anticorpo anti-CEA de cadeia simples em trés
MA39

confrontaram—-nos clone

(anti-CEA em pDN322).

novos plasmideos e com O

original

Trés coldnias 1soladas para cada clone foram incubadas em
10 mL de meio e o bacteridfago
descrito no Exemplo 2.

conforme
Apbs o resgate do fasmideo phagemid
0s sobrenadantes foram titulados.
faixa entre 5 a 1x10%
exibindo o anticorpo anti-CEA,

foi ampliada,
Os autores obtiveram uma
TU/mL para MA39, pKMI8 e pKM19,
enquanto o anti-CEA/pKM17

gerou cinco a dez vezes titulos mais baixos (Tabela 1).

Tabela 1. Produgdo de bacteriéfagos por diferentes
vectores fasmideos codificando o mesmo gene anti-CEA

Bacteriéfago | Clone Titulo Bacteriéfago Clone Titulo
MA39 1 1.5x10"" | anti-CEA/pKM18 1 2.52x10""
2 2.55x10"" 2 2.5x10°"
3 5.1x10%" 3 1.75x10%
anti-CEA/pKM17 1 6x10%° anti-CEA/pKM19 1 3x10M
2 4.1x10"° 2 1.8x10"
3 1.95x10° 3 2.8x10""
As preparacdes bacteridfagas foram testadas em ELISA, onde
o0 desenvolvimento foi realizado utilizando o anti-M13, ou,
alternativamente, 0 anticorpo secundario anti-FLAG.

Aplicando quantidades diferentes dos bacteridfagos por poco

ELISA, o0s

autores

demonstraram uma maior

eficiéncia de

exibicdo para os bacteridtfagos pKM18 e pKM12 em comparacao

com PKM17 e muito maior quando comparado ao MA39

4) . E interessante notar que o clone MA39,

nivel mais

como mostrado pelo desenvolvimento,

FLAG

desenvolvido com o anticorpo

4A) .

Isso indica que os scFvs livres,

fasmideo

(Figura 4B),

cléassico,

elevado de anticorpos

secundario anti-M13

meio e

(Figura
que produz um
do que anti-CEA/pKM17,

com o anticorpo anti-
ftem um sinal mais fraco quando o ELISA é
(Figura

produzidos pelo sistema de

vazam para o co-precipitam




particulas de bacteriéfago, consequentemente competindo com
os anticorpos de demonstracdo de bacteridéfagos para o alvo
vinculativo. Este fendmeno é devido a presenca de um cbdbdon
ambar entre os genes scFv e pIII.

A fim de diversificar essa hipdtese, os autores filtraram
preparacdes frescas de MA39 e bacteridéfago anti-CEA/pKM19
usando o filtro de centrifugacdo Microcon 100 (Millipore
Corporation, Bedford, MA), capaz de reter as particulas
bacteridéfagas grandes e passar o scFvs soluvel. O teste de
ELISA de preparacdes Dbacteridfagas, antes e depois da
filtragem, desenvolvido com anticorpos anti-M13 ou anti-
FLAG, mostra que:

(i) filtrados de ambos MA39 e pKM19 praticamente perderam
os anticorpos exibidos nas particulas do bacteridédfago, como
esperado;

(ii) os anticorpos 1livres estdo presentes em ambas as
preparacdes (Figura b).

No entanto, o nivel de anticorpos livres na amostra anti-
CEA/pKM19 é significativamente menor. Os anticorpos livres
na amostra sdo o resultado de queda de anticorpos,
inevitidvel durante a preparacdo do Dbacteriéfago e que
poderia aumentar como resultado do contacto com o©s
componentes do sistema de filtracdo; enquanto os anticorpos
livres em amostras MA39 sdo o resultado da expressdo do
anticorpo livre e infiltracdes no meio Jjuntamente com o
derramamento.

Para testar a capacidade competitiva dos anticorpos livres
no sobrenadante bacteridéfago tivemos os sobrenadantes
bacteridéfagos MA39 e anti-CEA/pKM19 fagos a competir quer
com o anticorpo soluvel anti-CEA de concentracdo conhecida
(Figura 6) ou com diferentes quantidades de sobrenadantes
filtrados de ambos os bacteriédfagos (Figura 7). Estas duas
experiéncias mostram  gque 0s scFvs livres competem
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eficientemente com os anticorpos do bacteriéfago. Dez uL
do filtrado MA39 Jj& concorre com 10 pL do seu proprio
sobrenadante bacteridéfago e 5 ul de sobrenadante anti-
CEA/pPKM19, enquanto a mesma quantidade de anti-CEA/pKM19
filtrado ndo tem efeito. Concorréncia marcada é observada
apenas por um excesso de dez vezes de filtrado anti-
CEA/PKM19 com o mesmo sobrenadante bacteriéfago (50 nul do
filtrado para 5 ulL do sobrenadante). A anédlise Western
blot (Figura 8) de varios bacteridéfagos purificados PEG
desenvolvidos com um anticorpo anti-FLAG detectou: (i) a
banda superior de cada amostra correspondente a fusdo scFv-
pPIII em caso de MA39 e bacteridéfagos anti-CEA/pKM17 e scEFv-
ApIII em caso de anti-CEA/pKM18 ou anti-CEA/pKM19; (ii) uma
presenca notédvel de anticorpos 1livres na amostra MA39;
(iii) a presenca de produtos de degradacdo nas amostras de
bacteridéfagos como descrito anteriormente (Gene 1995 155
(1):61-65).

Geracdo de biblioteca de demonstracdo de anticorpos scFv e

isolamento das especificidades de ligacdo usando o novo

plasmideo pKM19

O plasmideo pKM19, um derivado de pKM18, abrigando o céddon
ambar na sequéncia lider foi utilizado para a geracdo de
bibliotecas scFv para estudar se a baixa producdo de
anticorpos fundidos permite uma seleccdo eficiente de um
anticorpo especifico contra uma molécula-alvo.

Uma biblioteca de anticorpos scFv foi construida a partir
de linfécitos do sangue periférico humano, tal como
descrito em Materiais e Métodos. A Dbiblioteca foi
seleccionada contra a fusdo GST do polipeptideo SP2 168 aa-
longas de Streptoccocus pneumoniae (FEMS Microbiol. Lett.
2006 262 (1):14-21), que foli reactiva com a amostra de
sangue utilizada para a construcdo da biblioteca scFv.
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Um processo de seleccdo foi concebido para criar uma
elevada concentracdo da proteina-alvo em pequeno volume de
incubacdo, com proteinas biotiniladas para digitalizar e
revestir estreptavidina Dynabeads para o 1isolamento de
bacteridéfagos ligados, como descrito no Exemplo 2. Apds a
conclusdo dos dois turnos de digitalizacdo, foi testada a
reactividade dos tanques do bacteridéfago no teste de ELISA
(Figura 9). O tanque de Dbacteridfagos, apds a segunda
ronda de seleccdo de afinidade, foi altamente reactivo com
a proteina de fusdo e negativo com as proteinas
irrelevantes, como GST, leite e estreptavidina, que
apresentou como proteina transportadora ou componentes do
sistema de seleccdo e todas wutilizadas como controlos
negativos no teste de ELISA, indicando seleccdo sucessiva
de anticorpos especificos.

Finalmente, os autores isolaram e sequenciaram um numero de
clones positivos para confirmar a sequéncia scFv correcta.
Um dos genes identificados scFv foi clonado em pKM16 para a
producdo de anticorpos anti-SP2 soluveis (Tabela 5), dque
foi usado como um controlo de anticorpo irrelevante em
experiéncias descritas nas Figuras 6, 11 e 12.

Maturagdo do anticorpo anti-CEA scFv usando o vector pKM19

A seleccdo de afinidade de uma biblioteca de maturacdo foi
realizada conforme descrito em BMC Cancer 2006 06:41. A
Figura 10 mostra que a reactividade do bacteriéfago contra
a proteina CEA cresce a cada ronda de seleccdo sucessiva.
Os clones bacteridéfagos Unicos com reactividade melhorada
foram isolados (Figura 10). Os autores sequenciaram 19
clones aleatdérios a partir do tanque de bacteridfagos apds
a segunda ronda de seleccdo. Nenhum dos clones sequenciados
do tanque de bacterid® tendo afinidade aumentadade (0 de 19)
apresentou céddons de parada na sua sequéncia, enquanto 70%
(9 de 13) dos clones do sistema de fasmideos c¢léssico
continha tais mutacdes (P=0,00002, calculada de acordo com
o teste qui gquadrado). Assim, o uso do vector pKM19 para a
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maturacao de um anticorpo anti-CEA melhora
significativamente os resultados da seleccéo.

Dois genes de anticorpo isolados da biblioteca de maturacéo
(clones 1 e 2), foram clonados em pKM16 e anticorpos
soluveis foram produzidos e comparados com o original anti-
CEA MA39 soluvel e o anticorpo E8 maturado obtido com
fasmideo candénico (Pavoni et al. 2006). A Figura 11
confirma a maior afinidade dos anticorpos maturados.

O teste de especificidade, em scFvs recém seleccionados
mostra a sua baixa reactividade com proteinas irrelevantes,
comparavel com a do anticorpo original (Figura 12).

EXEMPLO 2: Construgdo das bibliotecas derivadas da seleccgéo
de anticorpos e TIL

Introdugao

A identificacdo dos anticorpos recombinantes especificos do
tumor a partir de bibliotecas de exibicdo derivadas de
ganglios 1linféaticos de pacientes com cancro é descrita em
[Clin. Exp. Immunol. 1997 109 (1):106-74; Int. J. Mol.
Med. 2004 14 (4):729-35; World J. Gastroenterol. 2004 10
(18) :2619-23].

Sabe-se que cerca de 7% dos ndébdulos linfaticos derivados, e
entre 18-68% das sequéncias de anticorpos de cadeia pesada
TIL derivados pertencem a grupos clonais (Cancer Immunol.
Immunother. 2003 52 (12):715-738). 1Isso 1indica que o0s
nédulos 1linfadticos de drenagem do tumor e os linfbédcitos
infiltrantes do tumor s&o promissoras fontes de anticorpos
especificos do tumor. Os autores mostraram, através de
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amplificacdo por PCR de regides especificas do gene de
anticorpos decorrentes de dez tumores primarios da mama
(nenhum sendo do tipo histoldbgico raro MBC) de pacientes
com idade entre 49-79 anos, que 7 de 10 dessas amostras
(70%) tém um destaque de expressdo de anticorpos IgG,
comparado com a subclasse IgA, dJgue se correlaciona com a
oligoclonalidade da regido hiper-variavel de anticorpos de
cadeia pesada, sugerindo uma resposta imune especifica para
antigenos de tumor expressos. A clonalidade de anticorpos
derivados do tumor foi confirmada pela sequenciacéao.

Os autores identificaram um painel de anticorpos
especificos do tumor de bibliotecas descritas gque foram
reactivas com o dominio ED-B, células do carcinoma mamario
MUC1, CEA e MCF7 usadas nas seleccdes respectivas. B
interessante que na seleccdo baseada em células sem a etapa
de digitalizacdo subtractiva no epitélio mamdrio normal, em
contraste com os inumeros protocolos de seleccdo descritos
anteriormente [Int J Mol Med. 2004 14 (4):729-35; World J
Gastroenterol. 2004 10 (18):2619-23; Int J Oncol. 2000
16 (1):187-95; Cancer Res. 1999 59 (11):2718-23; Biochem
Biophys Cmmun Res. 2001 280 (2):548-52], os autores
isolaram apenas um scFv de 10 que ndao foi de um tumor
especifico e epitélio mamério normal, assim reconhecido.
Isso provavelmente 1indica gque as nossas bibliotecas de
porte modesto contém um muito restrito repertdrio de
anticorpos de ocorréncia natural fornecidos por TIL-B, ao
invés de um vasto repertério de anticorpos criado pela
mistura da cadeia de anticorpo. Além disso, a seleccdo de
anticorpos a partir de uma mistura de PBL e bibliotecas
derivadas TIL mostra claramente que as bibliotecas desta
ultima sdo mais eficientes em células baseadas en
digitalizacéao. Na verdade, todos os anticorpos de cadeia
Unica isolados anti-MCF7 parecem ser derivados de
linfécitos infiltrantes do tumor. Em resumo, as
bibliotecas TIL derivadas deram bons resultados em todas as
seleccdes realizadas, fornecendo um painel de anticorpos
humanos especificos do tumor, que reconhecem os antigenos
do tumor da superficie celular uteisl para a terapia e
diagndéstico do cancro.
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Neste estudo, demonstrou-se dque a aplicacdo de novos
vectores pKM19 Dbacteridfagos de demonstracdo melhorados
levou ao 1isolamento de um grande painel de anticorpos
derivados de pedacos de tecido do tumor removido na
cirurgia do tumor, contra antigenos de tumor e células
tumorais inteiras conhecidas, e qgue s&do potencialmente
uteis na terapia do cancro. Estes resultados sado
semelhantes aos resultados obtidos pela seleccdo directa de
bibliotecas de expressdo TIL derivadas de anticorpos
soluveis (Cancer Immunol. Immunother. 2002 51 (2):79-90).
A seleccédo directa é uma estratégia de rastreio imparcial
que ndo depende das etapas de amplificacdo do bacteridéfago
e resulta mais eficiente em relacdo a seleccdo de afinidade
realizada com vectores de exibicdo candnica, que falharam
na seleccdo de anticorpos especificos do tumor em trabalhos
similares (Cancer Res. 2001 61 (21):7889-99; Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 2001 98 (22):12659-64; Int. J. Cancer
2001 93:832-40). Os nossos resultados indicam que o vector
PKM19 melhora os resultados da seleccdo, em comparacao com
os vectores de exibicdo c¢lédssicos e, ao mesmo tempo,
fornece a possibilidade de aplicar metodologias de seleccéo
de afinidade, facilitando a manipulacéo de grandes
bibliotecas.

Em conclusdo, o0s nossos resultados indicam dque respostas
imunes que ocorrem naturalmente a antigenos tumorais
relacionados existem na maioria dos pacientes com cancro da
mama, ndo s no MCB histologicamente definido. Amostras do
tumor tado pequenas quanto 0,2 g obtidas como material
cirurgico, podem ser exploradas como uma fonte adequada
para a geracadao de Dbibliotecas de demonstracao de
bacteriéfagos recombinantes enriquecidos para a deteccdo de
anticorpos especificos do tumor: Isolamento de um painel de
scFvs antitumoral através da seleccdo contra alvos da
proteina desejada, bem como contra células vivas do
carcinoma da mama, mostram que esta abordagem serd muito
promissora para o) desenvolvimento de anticorpos
terapéuticos humanos. Além disso, a 1investigacdo da
proteina alvo provocando a producao de anticorpos
especificos de células tumorais num micro-ambiente do tumor
pode (1) fornecer detalhes importantes sobre a
imunoreactividade individual de um dado paciente,
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oferecendo um  progndstico valioso; (id) abrir uma
perspectiva ampla para a descoberta de novos antigenos
especificos do tumor.

Métodos

Tecidos e amostras de sangue

As amostras de carcinoma de mama e sangue periférico fresco
de pacientes de cancro da mama (B81-B96, EC23) foram
obtidos a partir M.G. Vannini Hospital, Roma. Todas as
amostras bioldgicas humanas foram obtidas mediante
consentimento informado.

Linhas celulares

As linhas celulares de carcinoma da mama MCF-7 (Numero
ATCC: HTB-22), MDA-MB-468 (Numero ATCC: HTB-132) e SKBr3
(Numero ATCC: HTB-30), e linhas celulares do adenocarcinoma
do cbdblon LoVo (Numero ATCC: CCL-229) foram mantidas de
acordo com as instrucdes do fabricante. O0Os fibroblastos do
prepucio humano (HFF) foram cultivados em DMEM suplementado
com 10% de FSB e 1% de L-glutamina. Células epiteliais da
mama imortais MCF10-2A (numero ATCC CRL-10781) [Cancer
Res. 1990 50 (18):6075-86] foram propagadas de acordo com
as 1instrucdes do fabricante, e usadas como controlo
negativo em testes ELISA.
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Proteinas do antigeno do tumor purificadas

Proteina CEA humana, purificada a partir de metéastases de
carcinoma do c¢blon e do figado, foi adquirida da
USBiological (#C1300-10, United States Biological,
Swampscott, MA).

O dominio recombinante biotinilatado ED-B de fibronectina
foi obtido da Sigma-Tau SpA (Pomezia, Roma).

A proteina recombinante MUC1l foi obtida em varias etapas.
Dois oligonucleotides sobrepostos KM358 5'-ACT TCA GCT CCG
GAC ACC CGT CCG GCT CCG GGT TCC ACC GCT CCG CCG GCT CAC GGT
GTC-3'[SEQ ID 97] e KM359 5'-CGG AGC CGG ACG GGT GTC CGG
AGC TGA AGT GAC ACC GTG AGC CGG CGG AGC GGT GGA ACC-3'[SEQ
ID 98] codificados para 20-aa MUC1l repetido, foram montados
em processo semelhante a PCR, em que 25 ciclos de
amplificacdo PCR foram realizados com 0,2 pM/pl de KM358 e
KM359. A banda de ADN de peso elevado foi, entdo, cortada
de gel de agarose e ligada com um adaptador curto, obtido
por tratamento térmico de um oligonucleotideo KM328 5'-CT
AGT TCG TCG GGT TCG TCG GGA-3'[SEQ ID 99] e um
fosforilatado: KM329 5’/ -TCC CGA CGA ACC CGA CGA A-3'"[SEQ ID
1007]. O fragmento de ADN resultante fol purificado a
partir de excesso do adaptador, fosforilado e clonado em
PGEX-SN digerido e defosforilatado [Int J Cancer. 2003 106

(4) :534-44]1, derivado do plasmideo pGEX-3X [Gene 1988
67:31-40]. A proteina recombinante GST fundida MUCI,
contendo uma sequéncia de 107-aa MUCI, contendo 5,3

repeticdes, foi purificada de acordo com métodos padréo
[Gene 1988 67:31-40].
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Purificacdo de linfdécitos de sangue periférico

Os linfécitos foram isolados a partir de 10 mL de sangue
periférico fresco misturado com o anticoagulante por
Ficoll-Paque Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Suécia), de
acordo com as instrucdes do fabricante. O mARN foi isolado
dos linfécitos usando o kit Dynabeads mRNA DIRECT (Dynal,
Noruega) .

Extracgcdo de ARN e sintese de ADN

Amostras do tumor de cerca de 200 mg de pacientes com
carcinoma da mama foram obtidas como amostras cirdrgicas
descartadas, e 1imediatamente congeladas em azoto liquido.
O ARN total foli preparado pela Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI) e purificado a um poli’ ARN usando
PolyATract mRNA Isolation Systems (Promega). Quinhentos ng
de poli (A)" ARN de carcinomas da mama ou 1 ug de poli (A)"
ARN a partir dos 1linfécitos foram usados para sintetizar
cADNs completos usando o kit de construcdo de biblioteca
SMART cADN (Clontech, Palo Alto, CA)

Andlise da expressio de gene de anticorpos pela técnica de
PCR

A regido de anticorpos hiper-varidvel V(D)J foi amplificada
por PCR de modelos cADN usando iniciadores especificos do
sitio 5'-GGACACGGCT (G/C) TGTATTACTG-3'[SEQ ID 101] e 5'-
GCTGAGGAGACGGTGACC-3'" [SEQ ID 102] concebidos num estudo
realizado por Hansen e seus colegas [Proc Natl Acad Sci USA
2001 98 (22):12659-64]. A determinacdo das subclasses
IgGl, IgG2 e IgA foli feita como descrito em [J Immunol.
2002 169 (5):2701-11] por combinacdo individual constante
de 1niciadores de regides especificas para genes de IgGl,
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IgG2 e IgA (CGld, CG2a e CAl, respectivamente) com um
conjunto de iniciadores variavels de cadeia pesada: VH13)5,
VH3a, VH3f, VH4, VH4b. Estes iniciadores foram concebidos
para a construcdo de bibliotecas humanas Fab [Barbas CF
ITI, Burton DR (1994) de anticorpos monoclonais a partir de
bibliotecas combinatérias. Cold Spring Harbor Laboratory
Course Manuall].

Construcdo da biblioteca ScFv

O repertdrio do anticorpo de genes foi amplificado usando o
conjunto de iniciadores <concebidos desenhados para a
amplificacdo dos dominios de anticorpo VH e VL [Pope, A.R.,
Embleton, M.J. & Mernaugh R. (1996) Construction and use of
antibody gene repertoires. Em: Antibody Engineering - A
pratical approach (McCafferty, J., Hoogenboom, H. &
Chiswell D., eds), pp.325, Oxford University Press] e 0s
fragmentos scFv foram montados in vitro, conforme descrito
anteriormente [Pope A.R. et al. 1996]. 0Os fragmentos scFv
foram amplificados por PCR com iniciadores de extensao
apropriados, 1incorporando os sitios de restricdo NcoIlI e,
Notl, que permitam a clonagem dos genes scFv no vector
PKM19. Os produtos resultantes da PCR foram purificados em
1% de gel de agarose de baixa fusdo (NuSieve 3:1 agarose,
Rockland, ME). Os fragmentos de ADN foram digeridos com
Ncol/Notl e inseridos no vector pKM19. O ADN ligado foi
usado para transformar células bacterianas competentes
DHboF’ (supE44 NAlacU 169 (980 laczAM15) hsdR 17 recAl EndAl
gyrA 96 thi-1 relAl F'[traD36 ProAB" lac/9lacZAM15]) por
electroporacéao.

As células transformadas foram semeadas em 20 placas de
dgar (w 15 cm), contendo &gar LB, 100 pg/mL de ampicilina e
1% de glucose. Apds a incubacdo durante a noite a 37°C, as
coldbnias bacterianas foram raspadas das placas e
ressuspendidas em LB, contendo 10% de glicerol. Aliquotas
desta suspensdo de células foram armazenadas a -80°C e
utilizadas para amplificacdo de bacteridfagos.
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Amplificacdo de bacteridfagos

Quarenta pL de raspado de células Dbacterianas foram
incubados em 40 mL de LB contendo ampicilina e 1% de
glicose até O0D=0,2. As bactérias foram recolhidas por
centrifugacdo e ressuspendidas em 40 mL de LB com
ampicilina, sem glicose. Cerca de 6x10° pfu de MI13K07
auxiliar foi adicionado a cada mL de suspensdo de células,
incubadas por 15 min a 37°C sem agitacdo e mais 2 h num
agitador. Foi adicionado canamicina a concentracdo final de
20 pg/mL e as células foram incubadas a 32°C. 0
bacteriéfago foi purificado de acordo com o padrédo de
precipitacdo PEG/NaCl [Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1989].

Seleccdo de anticorpos baseada na célula de demonstracido de

biblioteca de bacteriéfago

Células semi-confluentes MCF-7 (cerca de 2x107) foram
lavadas trés vezes com tampdo PBS e incubadas com 2 mL de 2
mM EDTA em PBS por 15 min a 37°C. Dez mL de PBS contendo
10 mM de MgCl, foram adicionados as células, e removidos
cuidadosamente por pipetagem. As células foram recolhidas
por centrifugacdo, lavadas uma vez com 10 mL de PBS/MgCl, e
finalmente ressuspensas em 1 mL de tampdo de blogqueio
fresco: 4% de leite magro, 0,05% de Tween 20, 5x10* pfu de
fl UV-bacteriéfago morto. As células foram bloqueadas por
30 min a temperatura ambiente girando em roda, em seguida,
recolhidas e incubadas por 1 h a 37°C na roda com cerca de
5x10** TU de Dbiblioteca de anticorpos scFv ampliada
recentemente em 1 mL de tampdo de Dbloqueio. As células
foram lavadas 5 vezes com PBS/Tween. O bacteridfago ligado
foi eluido pela adicdo de 400 uL de 0,1 M HC1, pH 2,2
(ajustado pela glicina). A suspensdo celular foi incubada
com solucdo de eluicdo por 10 min a temperatura ambiente,
neutralizada em 40 pL de 2M Tris-HCl, pH 9,6 e utilizada
para a infeccdo de células bacterianas. As bactérias foram
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semeadas em duas placas de &gar LB (o 15 cm), contendo 100
ng/mL de ampicilina e 1% de glicose. As bactérias raspadas
foram utilizadas para amplificacdo de bacteridfagos.

Seleccdo de afinidade em alvos da proteina purificada.

CEA e MUCl foram biotinilados como descrito em [Harlow E.&
Lane D. Antibody: A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1988]. Cerca de
5x10'" TU de bibliotecas de anticorpos scFv recentemente
ampliadas foram pré-incubadas com 50 ul de extracto
bacteriano AD202 em tampdo de bloqueio por 30 minutos a
37°C. Vinte vy de uma ©proteina Dbiotinilada foram
adicionados a mistura de reaccdo e incubados por outra hora
a 37°C, sob agitacdo suave. O bacteridéfago vinculado foi
capturado usando estreptavidina revestida Dynabeads M-280
(112,05, Dynal, Oslo, Noruega), de acordo com as instrucdes
do fabricante, lavado 5-10 vezes com PBS/Tween, e, depois,
eluido e amplificado como descrito acima.

Experiéncias ELISA

As células foram cultivadas numa placa de 96 pocos até
quase confluentes. Apds descartar o meio de crescimento,
100 pL de 4% de paraformaldeido recém preparado (# 15710,
Electron Microscopy Science, Hatfield, PA) em PBS foram
rapidamente adicionados por 10 min. A solucédo fixadora foi
removida por pipetagem e as células foram incubadas com
tampdo de blogqueio (5% de leite, 0,05% de Tween 20 em PBS)
por 30 minutos a temperatura ambiente. O Dbacteridéfago
purificado PEG em tampdo de bloqueio (1:1) foi adicionado
as células e incubado por 1 h a 37°C, sob agitacdo suave.
As células foram lavadas trés vezes e um anticorpo
conjugado anti-M13 HRP (Pharmacia) foi wutilizado para o
desenvolvimento da reaccédo. Todos o©0s ensaios foram
realizados em triplicado.
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Coloracdo por Imunofluorescéncia

As células foram cultivadas numa placa de 24 pocos para
cultura de células (Nunc, Roskilde, Dinamarca), fixadas
como acima descrito e bloqueadas com 3% BSA em PBRS por 1 h
a temperatura ambiente. O bacteriéfago purificado PEG em
1% BSA/PBS foi adicionado as células e incubado por 1 h sob
agitacdo suave a 37°C. As células foram lavadas trés vezes
com 1% PBS/BSA e incubadas com um anticorpo monoclonal
anti-M13 rato (27-9420-01, Amersham Biosciences) por 30 min

a 37°C. As células foram lavadas como descrito acima e
entdo incubadas com um anticorpo de cabra conjugado com
FITC policlonal anti-rato (554001, BD Biosciences

PharMingen, San Jose, CA) na concentracdo de 5 pg/mL por 30
umin a 37°C, sob agitacdo suave. Apds a ultima incubacdo,
as células foram lavadas cinco vezes, sSecas no escuro,
montadas com meio Vectashield (Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA) e vidros de cobertura, e analisadas
utilizando um microscépio invertido de fluorescéncia.

Todos os anticorpos sédo definidos na tabela 5.

Resultados

Caracterizacdo da célula linfoplasmidtica infiltrada em

amostras de tumor da mama

Dez amostras de tumores de pacientes com cancro da mama
(com idade entre 47-79 anos) foram examinadas para a
existéncia e natureza do TIL-B por amplificacdo PCR de
segmentos de anticorpos V(D)J (CDR3) e pela comparacdo da
representacdo das classes de anticorpos IgG e IgA.
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Os padrdes de expressao dos genes de fragmentos de
anticorpos foram analisados por PCR semi-quantitativa do
modelo SMART de cADN. O painel de cADNs de dez carcinomas
da mama, a partir de amostras de tecido mamadrio normal,
testiculo normal e 1linfécitos do sangue periférico de
dadores saudaveis foi normalizado pela amplificacdo de um
gene de limpeza, P-actina e sdo mostrados na Figura 13A.

Regides de anticorpos de cadeia pesada hipervariaveis (V
(D)J) foram amplificadas como descrito em Materiais e
Métodos. Apbs a anédlise por eletroforese em agarose, o0s
mesmos produtos de PCR foram fraccionados por 10% PAGE de
alta resolucdo (Figura 13B). Na aplicacdo desta técnica,
os autores observam que 7 de 10 amostras de tumores
resultantes contém varios numeros de Dbandas discretas,
caracterizando oligoclonalidade da resposta imune nestes
pacientes, engquanto os fragmentos de ADN da mama normal e
linfécitos periféricos bem amplificados né&o contém bandas
intensiva e formam um esfregaco, dque consiste em bandas de
diferentes comprimentos. O oligoclonalidade observada das
imunoglobulinas ndo estd correlacionada com a idade dos
pacientes.

A fim de analisar a distribuicdo das subclasses de
anticorpos fol amplificado genes Ig de cADNs de carcinoma
mamdrio e da mama normal, utilizando os iniciadores de
subclasse especificos. De acordo com o teste anterior, a 3
amostras de cADN do tumor, sem adicéao de bandas
oligoclonais nas regides de PCR amplificado V(D)J, tém uma
prevaléncia da faixa de IgA em comparacdo com as bandas
IgGl e IgG2, assim como numa amostra de tecido mamario
normal onde IgA geralmente representa a classe Ig principal
(Br. Med. J. 1976 2 (6034):503-500) . Por outro lado, as
amostras mostrando oligoclonalidade no primeiro ensaio
contém IgGl, ou ambos IgGl e IgG2 como bandas de anticorpos
dominantes, em contraste com a mama normal. A Figura 14
mostra quatro exemplos mais caracteristicos, juntamente com
amostra de tecido mamdrio normal.
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A oOligoclonalidade de anticorpos derivados de TIL-B em

pacientes com cancro da mama foi confirmada pelo

sequenciacao

Os autores optaram por duas amostras de cADN (B9S2, B93),
dando bandas de teste uUnicas mais fortes em V(D)J, para
sequenciacdo. As sequéncias de nucleotideos de clones 17 e
13 escolhidos aleatoriamente contendo genes de anticorpos v
provenientes de B92 e B93 CcADN, respectivamente, foram
determinados e as suas sequéncias de aminoacidos foram
deduzidas. Todos os 30 clones codificados em guadro
correcto organizaram cadeias pesadas. Os anticorpos
isolados mais frequentemente (B92-A e B93-Al) continham as
regides V(D)J do comprimento exacto correspondente as
faixas anteriores fortes observadas na Figura em 13B
(linhas com amostras B92 e B93) (Figura 15), indicando que
tanto a amplificacdo com iniciadores varidveis de cadeia
pesada e a etapa de <clonagem ndo introduzem qualquer
inconveniente particular interferindo com as frequéncias da
cadeia pesada na biblioteca construida.

Como a Figura 15 1indica, seis mutacdes somaticas foram
identificados em fragmentos de anticorpos. Estas mutacdes
estdo localizadas em CDRs variédvels da cadeia y da mesma
especificidade, enquanto apenas uma mutacdo foi encontrada
fora das regides varidveis (P=0,0002) . Portanto, a
oligoclonalidade do repertdrio de anticorpos derivados do
tecido do tumor é uma resposta imune natural gue ocorre no
tecido tumoral dirigido por antigenos tumorais, e ndo um
artefacto introduzido pela amplificacdo PCR.

Construcdo da biblioteca

Quatro bibliotecas de anticorpos scFv foram construidas
usando sete cADNs como modelo, caracterizado pela
oligoclonalidade da resposta imune (ver lista de

42



bibliotecas na Tabela 2). Apenas a biblioteca scFVEC23
(descrito no Exemplo 1) foil construida a partir de
linfécitos do sangue periférico, obtidos a partir de um
Uunico paciente em estagio avancado de cancro da mama.

Tabela 2. Lista de bibliotecas de anticorpos ScFv

Biblioteca Fonte de genesIg Paciente (idade) Complexidade da biblioteca
SeFvBE? TH BT &
© SeFVBes TIL . BSS(TY) - Lisw’
ScFvRSS : TH. BE6 {T2) 26010
... BSS {47, BYI (70, o
SoFvmix o 7% BoL (7 245107
BE2 {79}, BOI (68)

SeRVECT3 PEL ECI3 (65) 1810

Selecdo de anticorpos anti-tumor especificos de bibliotecas
de demonstracdo de bacteridéfagos geradas a partir TIL-B e
PBL

Os autores examinaram directamente a possibilidade de
seleccdo de fragmentos de anticorpos especificos de
bibliotecas de bacteriéfagos contra antigenos do cancro
comuns, incluindo o do dominio ED-B de fibronectina [EMBO
J. 1987 6 (8):2337-42], MUC1l [Cancer Res. 1992 52
(22):6365-70; Hum Pathol. 1995 26 (4):432-9] e CEA [J.
Clin. Lab. Anal. 5:344-366; Semin Cancer Biol. 1299
9:67-81; Cancer Res. 2002 62:5049-50577. Sob condicdes
descritas em Materiais e Métodos uma mistura de quatro TIL
derivados de bibliotecas de demonstracdo de anticorpos scFv
(scFvB87, scFvB95, scFvB96 e scFvmix) denominada biblioteca
mixTIL (Tabela 2) e a biblioteca scFvEC23 foram
digitalizados em separado contra trés alvos de proteina em
varias rondas. Em todos os casos observou-se que grupos de
bacteriéfagos Jja& eram positivos contra a seleccdo do
antigeno apdés a segunda e terceira rondas de digitalizacéo
(Figura 16). Clones escolhidos aleatoriamente foram
testados para a reactividade de ligacdo contra os
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antigenos. Os resultados do teste de clones de
bacteridéfago aleatdérios da terceira ronda de tangques de
bacteridé fago estdo resumidos na Tabela 3. Os clones
positivos foram analisados por 1impressdo digital usando
dupla digestdo Hae III e Alu I e os clones de anticorpo
individuais foram sequenciados. A Figura 17 representa
ELISA de Dbacteriédfagos scFv individuais seleccionados em
antigenos purificados. Os clones individuais analisados
vinculam fortemente os respectivos antigenos e ndo reagem
com proteinas irrelevantes. Este resultado indica dque o
vector pKM19 é uma ferramenta adequada para a seleccdo de
anticorpos anti-tumorais de bibliotecas derivadas de TIL e
PBL.

Tabela 3. Resultado da selecgdo através da utilizagdo de
trés antigenos tumorais purificados.

Antigeno alvo Biblioteca Clones positivos/clones Genes de anticorpos
testados isolados
ED-B mixTIL 10/10 1
scFvEC23 10/10 3
MUC1 mixTIL 2/16 1
ScFVEC23 6/8 2
CEA mixTIL 17/20 4
ScFVEC23 15/20 3

Seleccdo baseada em de células de tumor com anticorpos

monoclonais especificos.

Os autores testaram a funcionalidade de uma Unica
biblioteca derivada TIL (scFvB96), seleccionando 0os
anticorpos especificos do cancro da mama Ppor meio de
células baseadas em digitalizacdo da linhagem de células de
carcinoma da mama MCF-7. Quatro bibliotecas, incluindo
scFvB87, scFvB95, scFvmix e scFvEC23, foram agrupadas
juntamente (biblioteca denominada mixLIB, tabela 2) e
digitalizadas no mesmo tipo de células. Foram necessarias
quatro ou cinco rondas de seleccdo de células MCF-7 para
bibliotecas mixLIB ou scFvB96, respectivamente, a fim de
enriquecer os tangques de bacteridfagos para aglutinantes de
células especificos (Figura 18). ©Entdo, clones escolhidos
aleatoriamente foram analisados para presenca de anticorpos
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scFv inteiros. Os clones de comprimento total scFv
bacteridéfagos foram testados por ELISA baseada em células,
e analisados por impressdo digital, e varios clones
positivos foram sequenciados. As sequéncias de aminoacidos
foram deduzidas a partir de sequéncias de ADN, confirmadas
serem as correctas, em estruturas de anticorpos. Os dados
da anédlise dos clones estédo resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 Resultado da selecgdo de células do carcinoma da
mama humano MCF7 intactas/vivas.

Selecgdo MCF-7

Biblioteca scEFvB96 mixLIB
Ronda de seleccéo 5 4
scFv de comprimento 12/40 30/40
total/clones testados

Clones positivos/clones 5/12 22/30
de comprimento total

testados

Genes de anticorpos 2 8
isolados

A reactividade e especificidade de células seleccionadas de
anticorpos foram verificadas por ELISA em ambas as linhas
de células de carcinoma da mama: MCF-7, MDA-MB-468, e as
células normais, como controlo negativo: MCF10-2A (epitélio
da mama humano), a HFF (fibroblastos humanos) (Figura 19).
Entre os 10 anticorpos scFv seleccionados diferentes
pertencentes a sete grupos de especificidade, os anticorpos
mix7, mixl2, Mix25) tém a mesma sequéncia de cadeia pesada
e diferentes cadeias leves; o0s anticorpos mix8 e mix39 tém
sequéncias similares com pequenas diferencas), 9 séao
especificos para células de carcinoma da mama, enqgquanto
apenas o anticorpo B96/4F scFv liga também células
epiteliais normais.

Anticorpos seleccionados de células derivados de TIL

Os anticorpos Mix11l, mix12, mix17, mix23 e mix39 scFv
(Tabela 4) foram seleccionados a partir de uma mistura de
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PBL e bibliotecas TIL derivadas. Os autores investigaram a
origem desses anticorpos, a fim de ver qual tipo de
biblioteca que funciona melhor em condicdes de seleccéao
iguais. Um pL de cada biblioteca amplificada foil usado
como modelo para a amplificacdo por PCR com o par de
iniciadores oligonucleotideos especificos para cada
anticorpo (Figura 20). Esta andlise mostra que os cinco
anticorpos scFv testados, isolados de uma mistura de
bibliotecas, pertencem aos anticorpos TIL derivados. Os
genes de anticorpos mix7 e mix25 (tendo a mesma cadela
pesada como mix12, tabela 5), e mix8 (semelhante ao mix39,
tabela 5) cré-se terem uma origem semelhante. Para o
anticorpo anti-SP2 irrelevante, que foli seleccionado a
partir da biblioteca scFVvEC23, a sua origem da biblioteca
de PBL derivada foi confirmada. Os anticorpos anti-MUC1
MB5 e anti-CEA CB37, os quais foram seleccionados a partir
da mistura de quatro bibliotecas TIL derivadas (mixTIL)
foram mostrados para derivar das bibliotecas scFvmix e
scFvB96, respectivamente.

Coloracdo fluorescente de células tumorais

As especificidades de ligacdo de diversos clones, incluindo
mix1l7, mix7 (Figura 21), e anticorpos anti-MUC1l MB5 e anti-
CEA CB37 (figura 22) foram testadas por <coloracdo de
imunofluorescéncia de células tumorais directamente com
anticorpos scFvs exibidos no bacteridéfago. Mix17 scFv
reconheceram grande parte das células do carcinoma mamario
MCF7 nédo-permealizadas nesta experiéncia (Figura 21A4),
enquanto mix7 manchou uma baixa percentagem de células,
provavelmente células apoptdticas.

O anticorpo MB5 manchou intensamente as c¢élulas MCF7,
conhecidas pela expressdo alta de MUCl, e reagiu bem também
com uma outra linha de células do carcinoma mamario, SKBr3
(Figura 22). 0Os anticorpos CB37 mancharam as células LoVo.
Ndo foi observado coloracdo de fundo para o epitélio
mamadrio normal em ambos os anticorpos MBS e CB37.
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EXEMPLO 3: Maturagdao de anticorpos anti-MUCl e anti-CEA
scFv

Para aumentar a afinidade de anticorpos especificos de
tumores CB37 MB5 realizamos a maturacdo de afinidade dos
anticorpos in vitro. As novas bibliotecas de maturacéao
foram criadas pela combinacdo de genes de cadeias simples
VH derivados de CB37 e MB5, respectivamente, com varios
genes das cadeias VL derivados de TIL e PBL de pacientes
com tumor. As bibliotecas foram construidas como descrito
nos Exemplos 1 e 2.

Métodos

Selecgdo de afinidade

A seleccdo de afinidade foi realizada usando as proteinas
biotiniladas, conforme descrito no Exemplo 2, com a
diferenca que na primeira ronda de seleccdo de afinidade
foram utilizados 10 pg de proteina e para a segunda apenas
50 ng. Os clones com resultados positivos no teste de
ELISA foram seleccionados por PCR e as impressdes digitais
com enzimas de restricdo Alul e Haelll para identificar os
diferentes clones. Fol determinada a sequéncia de ADN dos
clones. Os genes de anticorpos a partir de clones com
reactividade contra ©proteinas alvo maior do gque 0s
anticorpos originais foram clonados em pKM16 para produzir
scFvs na forma soluvel, como descrito no Exemplo 1.
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Caracterizacido dos anticorpos maturados

Os fragmentos de anticorpos maturados foram caracterizados
pela ligacdo do antigeno.

Os novos anticorpos anti-MUC1 MB5/C'1 e MB5/C'3 e
anticorpos maturados anti-CEA CB37/3B e CB37/9C (Tabela 5)
na forma soluvel foram caracterizados por Surface Plasmon
Resonance (Biacore), conforme descrito em BMC Cancer 20060
06:41. Os resultados sdao mostrados na tabela 6.
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Tabela 5. Anticorpos seleccionados. MixTIL e MixLIB sdo misturas de bibliotecas definidas na tebela 2

Antibody | Antigen Library used for setection Nuclaotide/mine acd sequence

R E IR : )
R A AL TOCAACTCTOCRCCTEACGIGAACANG

(CT0ERG0CTCAGTARAGETCTCCTGCAAGGCTTCTGRA
TACACCTTRCCROETACTATATOCACTCLGTACEACAS
GO OCTERACAAGOOC T TGRS TORAT SHRATOGATCRAC
(AR BTCA TG OCAAAACTATCCRCA ARG
GOCAGOUTCACCATEACCAGRAACACATCCRTCAGCAMA
GO ATORAGCTRAGCAGGTOACRTCTCACBACALE
GO TA T AL O T CACAGA TG0 RARATIET
A TG0 TROCACCBAGGAAGTEATATCCACTAC
A GE AT OO TBGHCCAACECACONTGATEAC
T T AGE TG G00GH T AGGCRAACETARCTCT
(0B TEECBaATCOCAGTCTACCCTAACTCAGCLTCL,
TCCGCRECOG0ETCTCCTERACAGTCAGTCROCATLCL
AT A GCA T A TE T GG TR0 TIATAACTAT
GTCTCCOATACCAACAGLACCCAGGCARMGOCCCCARA
CHCAT AT AT ACGTCAATARGLCACOCTAGARATC
GO TCaC TCCARGTE TGO AACATANC
RGO Ta60CTCAGG L TRACCATAGRCT
BT CTACTGUGC FCA AT CAGUCACCTACKATTAT
T COGAA T UGRCCAGCTCA LT I TAGRTIG
GCCOCAOGAMR [Seq 1D 22]

VLR SRR VXK A VRV CRAS Y TRTOY THANVRQ
BB BRI R YAOKFQGRVINTRDTS 16T
TSR RS LTV AR PO TNOVCHRGGHVHY
VGOV VS S 6S 00005 HERRSOSALTGRA
SAAGS G0 STE SC TSIV ENTVSHYIORPGKARK
LY DVNKRRSGVEDRFSASKSONTASLTVEGLOADDEA
DYYCASYACTYSYVRGTCIOLIVLGARY [Seq ID
23] K
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Antibody

Antigen

Liseary usedt for selection

RucleotidelAmino acid sequence

Wi ¢

MUCH

Biblioteca de maturacdo baseada no

clone MBS, como descrito no Exemplo

3

K CGAGEAGGIBCAB T CAGRAGTCTRGAGUTGAGATG
AAGAGCCARB6C T CAGTOAACGTCTCOTACRAGGET
TOTGEATACACCTTCACCOCCTOCTATATCAC TER0TG
(A AT AACAAGOOCTT AN TCAATOEGATEG
TICAACOCTAATAGT GO TGRCACARACTTCCACARNAG
O GaCACRETCACCRTEACCOGAGACACGPLCACE
AGCACACOCTATATOEAGCTAAGCAGGCTGACRICTAAC
GACCCOCCe T TAT T TG TGO CAGAGATCO6RC0TCT
GO TAT G060 TCTGAAGCCAAGGARCCOTGRTCACTRTC
TG EA0EC T T AGGOCRAGRTRAMTOTEGC
GRTCECaGRTCCCATTLTACCCTRACTCAGCOTRC0TCL
BTGTCTGeH T CTOC TR AACAGTCARTCACCATOTCOT6E
ACTGARCCAGCA G TGACOTTROTCOTTRTAACTATGTC

TCCTEETACCAACAGCACOCAGRCAARGCCCCCRANCTC

ATGATTTATGATGTCAGTCATCGRNCCTCAGGARTTTCT
RATCGCTTCTCTR6CTCCAAGTCTGECARCACRALCTCE
CTGACCATCICTAGGCTCCAGECTRRGGACGAGRCTGAT
TRTTACTGCAGCTCATATACAAGCAGTAACACTTTCARTC
TICGEAACTOERACCCAGCTCACCOT T TAGRTGCAGEC
Ge [Seq 10 4) .

MEEVOLORSGAEVRKPGASVRVICKASGYTRTASTVHRV
ROARGOGLEMNGH NS GOTNYAQKPQGRVTHTGDTST
STGYNELSRLTSDAAVY YCARDRASANGVHGOGTLVTY
83GA6ASAEGASA0RAESALTOPASVSAERGATTIA
TETSSDVCAENYVSHYQQRPGRAPKIMI YDVSHRPSGIS
NRFSGSRSGNTASLT I SRLQAEDRADYYCSSYTSSNTR]

‘FOTCIQUTVLGNA {Seq 1D 5]




Antibody

Antigen

Library used for selection

Nugleotide/Amino acid sequence

MBs €3

BUCH

TBiblioteca de maturacdo baseada no

“clone MBS, como descrito no Ezemplo

3

ATGGAGCAGRTECACCTACTGCAGTCTRGAGCTGAGETG
AAGRAGCCOGRO6CCTCAGTGRAGRTCTCCTGUARGECC
TCTGGATACACCTICACCOCCTCCTATATGCACTGRETG
(BACACGUCCCTGRACAAGGCCTTGAGTGEATRAEATG
TICAACCCTARTAGTGOTGGCACARACTATGCACAGRAG
TTICAGRRCAGGGTCACCATGACCGRORACACGTCCACC
RGCACAGGCTATATGGAGCTGAGCAGGCTGACATCICAC
GACGCORCCRTGTATTATTGTGCGAGRGATCBRGCCTCT
(CTATGEOCETCTOGRECCRAGGCACCOTRGTCACCETC
TCCTCAGGTGEAGGCRRTTCAGRLAGACECRGLTCTEEC
GETERCEEATCAAGTCIGCCCTRACTCAGCCIGLCTCC
GIGTCTCHETCICCTACACAGTCRATCACCATCICCTEE
ACTGEARCCAGCAGTOACATTEGTORTTATAACTATETC

TECTGETACCACAGCACCCAGOCAAGCCOCCARACTC

AR T IGATGTCACTRATCGOCCTICAGECGTTICT
AGTOG0TTCTOTGA0TC AR TCTORCAACACGRCCTEC
CIGRCCHTCTCTGGACTCCACACTCAGGACGAGGCTRAT
TP TACTGCAACTCAT T TACKAGCACCRACAC R TATEIC
TTCOGAACTGMACCCARCTCACCATTTTAGRTG0GACC
6 S 10 6]

ROV SRV KK POAS VRV CRASGY TP TAS MY
ROA RGO L RN PN GG T AQKFORRYTHTADTST
STGYMBLSRLTSDDAAVY YCARDRASRNGTHGQGTLVTY
8505306800008400050 AL IOPASVSBEPAS T TSC
T DV G TNy VSR OORPORARKLMY YDV THRPSGVS
SRRSGSKS N TASLTLSCLOTEDEADY YCHS P ISSNTYY
ROTOTQLIVIGRA [Seq 1D 7}
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Antihoty

Anfigen

Lilrary used for selection

RucleotidefAming asid secusnce

(B 38

CEA

Biblioteca de maturacdo baseada no

clone (B37, como descrito no Exemplo

3

G CA G GAGCTECAGC IR TR RGO AAACCACGOTT]
A COBOEACTC O TCAGACTCTCTTIETGTAGCE
AT T A TCAGARGCAACTACRTOARCTGAATC
(BT AGACTCCAGAUAACGROCTOCAGTACRTOTCARTT
AR A GG UG TAGTACATACTACGCARMOTCCRTS
GO CCGA T T CAC AT TOCRCACACARTTC TARGAAC
ACGRTGTATCTTCAANIGRACRGCCTGAGAGCCGAGEAL
ACHRCCOTCTAT TR e GOGROAGGCARATTORMEMTG
OO AT R0 G0 T T GCAGATCTAGGACCARGACACA
ATGG A OGO TCAGE TGAGGCACTCAGACARR
BTGB e Ba T GO0 GOA T COTOCTATO TG ACT
CAGCCACCCTCGaTGTCACTCRCOCCAGRARARRCOGEC
BB T AT TOCCGCANACRATATAGGRAGTRACAGT
GTATACTGATACCAACAARAACCAGACOTARCCC0TATR
CTGETCGTCTATGATGATAGAGACCOACCCTCAGANRTC
GGG OO GaC T CAAATCOGRGAACACRACT
ACCCTOACCATCAGCAGROTCBACGCCAAGEATEGG Y
GACTATTCT G ARG TGOGATCC TG TATEATCRC
O TAT LTI G OARCTGRGACCCAGCTEACCOT TS
GGTGLBACAC [Seg ID 10)

HBEVOLYOSGBOLTQPaSLRLSCVASEFNVRSNYMGHY
RO BGK LRy DGGS Y YADS VKGR ATI SRONSKY
VLMY SLRARD T AV Y CARGEL AL TTAPHR IHGOGT
MV V883005 606aSCEa0S S TVLTOPPVSVARGKTA
AL SISV YRy QR BCLAPVLYVYDDRDRRSG]
HERBS RS SN A TL T T SRVEAGDEADY S COVMDPS 8DH
LYVRGTOTOLIVIGAA [Seq D 11)




Antibsody

Antiyen

Libraty used for selection

Nucleotide/Aming ackd seguence

EHE

(eA

Biblioteca de maturacdo baseada no

3

- ATGGAGGAGGTGCACCTOCTOCAGTCTOCAGGAGCCTTE
clone CB37, come descrito no Exemplo ATCCAGCCGGGGGGGTCCCMAGAQTWCWGTQTAG&
- TCTGAGTTCAACGTCAGRAGCARCTACATCAGCTAEGTC
- (G0CABRCTCCAGGGAAGOGGCTRBAGTEEGTCTCAGTT
NIGTATGACGOCOCTACTACATACTACGCAGACTCCGTS
- AAGGECCGATTCACCATCTCCAGACACAATICTAAGAAC
- ACGGIOTATCTTCAAA TSR CAGCCTRAGGCCCAGGAC

 ACGOCCGTCIATTACTCIG0CACAGGCOBATTGE06TTS
(CTACAATCOCRTCTTOOGAGATC TOOGECARGRACA
- ATGGTCACCUTCTCTICAGOTHAARGCOGTTCAGROGEA
 GOTGECTCTOCCGETEEUGAATCGTCCTATETCTRACT
 CAGCCACCCTCRRTGTCAGIR0CCCAGGRRAGRBECC
 ACGATTACCTOTGCGOGAAACRATATAGGRAGTAACAGT
 GTATACTGGTACCAGCABARACCAGRCCTGGCCCCTOTA
 CTGOTOGTCTATGATGATAGACACCERCC0TCRROG0TC
 CCCBOG0GATTCTC AL T CAMATC G AGARCACRCC
- MCCCTEACCATCAGCRGRBTCRAGECCHO0GATRRGRCE
 GACTATICTTGTCACTOTGAGATCCTARTAGTONICAC
- CTCTATGTCTCOEAACTGOGALCCAGCTCACCOTTTTA
- GOTGC0BCCEC [Seg 1D 12)

NERVOLVOSUORLIQPOGSRLSCVASERIVRSYNGHY
ROAPGRAL VS VHYDACS Y YADSVRGRFTSRONSY
VLM LRARD TAVYY CARGOLOLDTT ASHEINGOGT
TS 0AAAREEaS S YVLIOPBSVSVARGRTA
TGN BN VY QKPGLAPVLYVYDDRIRBSGL
 DORPSOSKSONTATL T SRVEAGDEADYSCOVHDPSSDR
LIVIGTSTOLIVEGM [Seq 1D 13]
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Antibodly

Antigen

Library used for selection

Nucleotide/Amino acki ssquence

células

AAGCCTCROGCC TR TGAGAC T I TCCTRCCACCLATCT
T ACACA T TCAGCA SO CCA TATGCACTROG RO
OO TR T T AC T AT GACTENTC
AT G COTAGAGTAAGTTAC TCACRGARGTTC!
OB GACAGA TR AT ACCAGGRACACGTCCACTAGE
ARG ATACATCGAGC TR ACAGCOCGAGATCTGAGGAC
AT AT TG CAGAGATCAGGATATIOT
A TGOTO G 00T PTATOOATOCAT T TGACTACTGE
CGCCAGCERACAATCaTCACCATCTCTTCAGSTGGAGC
GO A GaACE T aCTCTOR  GOTEaCaCAT aTCe
TATGTGCTEACTCACKCACCCTCATTGTCTHRAGCCCC
CGCAGAGCATCACCATC T TG LACTCOEAGCAGTC
AT CGASOCACE T T A TATACACTTACCAGCAG
T CCAAARACAGCCCCCAARC T CTTATCTATOGTAGY
AT AT ACCC T A GGG TCCCTRACC T O T6aC
OCAGECTOOCTCCTCAGRCTCCCTRRCCATCACTERG
CTCCAGGCAGACCATAGCCTGATTAT TATATCTOR
ARG CACCC AT CETTATETO T OEAACTANG
ACCCAGCTCACCOTTTIAGGTA000C00CA [8eg 1D
16} |

BQVQLVQSGARVKKPGASVRVSCOASGYTRSRYRMENVR
QAPGQGLEWMGYIDPNSGRVSYSQKFODRVINTRLTSTS
TR LGRS EDTAVY Y CARDRGYCNGGRCRUDARDYH
GBIV TVSS6006LAMGASHEEASS TVLIHPRSLIGAD
GOSTTLSCT0SS SHIGAGEHTHIQOFPRTARKLLI YOS
SNRPSGVEDRASGIRIGSSGSLATTGLORDDRRDYYCYE
WDGSLSCTVRGTOTOLIVIGRAL [Seq 1D 37]




[€% Q7 bog]l VeVMIIEALIOUDAIMATAXA
OUDZAAYACEYTISS TITLAGIOSDEOSIHIAADSHALS
YRAITTId00IN00 AN ADINNS S ATABDE SHONIIY
YROTSAITISUISOINO IASHOODSDODOSDODDESALAN
LoCOMIQIVAATIARDSSUVOAAAY LIS AUTSMNOTALL
NDISROES TLANDAROYE XMNSOUIHS TAYAMEIONDIYD

HAMHWNAANSASIOSYYOSTINISYO4DAADODBOAIOATR

[2% QI D98] ¥O0000008LDOVYYIIVYYDNLD
DYVDOVOROTYIDO0DLLOIYDDIDIOLLEOIN LV LY L
YEOOVOLISLOVLLYLLLOVIDOIDINDYROIO0DYIDLD
SRS I OOROLIIOYLLIIDYOYODOLILDDOO0Y
DOHIONILIVDOOYOLIDIIOLDDOIINYODODIDYIOD
YIDEBLIYLLINOLIDLODYNLIOLO0DYIVODYDIYYY
DYODVOOVLDOLLODY LLOVILIY VDY LYIOTYDOLIDY
YL LLIIDIOEOYI OOV ODLODYIDLIYDITIOWOOD
DOYHYDHIODOHLIIIOIOLOIIIDIINDLIEOVIDLILEYD
DIREIYONDDIEOVESALYODIDOLDODDRLILOODIND
YODODONOLLDODDOVYODILOTOLLIIDIDIIRILDDLY
EONDDOYYOIODOOLIIVIVDILLLIDIYD LILILILLD
FELDDLOSDISNIOYTOYOODLDLOVLILOLDIODDOY
DYDOVBLIOOYOYOLIDDYVYYDIYYYODLILYIYIODOY
SYYOVYODLLYYOYOYDYIDLOLVIDYDLIYDOODEONY
DILDOLOEOYSHON LML L YOOV DRIVOLYIVOL
YIVLISYODDIODHIOVDDLODDODYEIODYIDIDDOWD
ODDLODHLOYODINLIDIYIOVYIOYOLIODYOLIYDD
LOLIYONODIDLIDLILONEROLIOOLOENTDOLINONYD
SILODLOONNDODDDLOIOYEIOLOD LIS IDIODNIDND

iR

82 240N

GXL

souanbias PISE CUIIY/APNOBLINE

YOOBIES 0] pasn Aiesgr

yabiuy

Apognuy

66



[$% QI bes] wvvoraALIOIODOIAASYED
YMVODAAOYEOTYOVEL I TIVINDSNSOS AR A 1A84Y
ASADAINIAASODIUHOAMSY AN DIADSOL I TWL0DA
SASABAIDITAS SS0ODOSOOD0DNDSSAIANYDDOMIT
AVOAIALAAADS BUARUSHYDAIAYIATVIISNNDTATL
MISNMISIVIIIASUYAALSDOSDE IYSAMETONOAYD
YANINDAOCQILADS VYOS THISODIYAADDDSUTIONRS

(9% QI B85] ¥0OO00DO0DIOOVILILY
SOY L DOYDNVEODODDD00IIIILODLDIIIVOVIOD
DOOODIADNOVIIOLIVIIVIOVOIODOYDIVODLILIOD
YOOV D DY LYDOYDISLOVIODYD YOV YDDOIOL
AYVEODIIES LN LINDDOYDLINIYIVYDYIIIOI00D
OOVIDLINOOYOIYIOIVIIODLIOIOLIOOIIOYINND
WO YIYDOYOIYLODIOOLIODIV IV IVODDDOLL
WY LYOYODLOIDOLIOYIIYIIYOODYOVOYDYDOYID
DOLHIODDLOIOYILOODYDDVYDLIYSLIOUDLILIOL
DOIYODDODIDDOOSLIIINDIDOYDDIODODOYODION
YOI LSOO IDDLYEDODDOYYIOODDOIILYIND
LLLIDDLYSLIOYOIDIODDYOVIOVLIVIIODIOVLIOY
LDV IOV LD IOIVYYOOOIOLOYLIVIVIOOODOOY
DYDOYDDIOYDYDIDOOVONYRLYIYDDIOIYIOIIDIY
YOV ODLLYEIVEYOYOOIOLYIDODLLODIDOOYY
BLOLIDYIDIY LY IYDYODYIODIODIOVIONIOY
LIYLODYIIDLODOIOYODIOODOOYYDODVODIIDOYD
DOINLODOLIOYOLYIOOLYIIVOIYOLLIDOVILIYDD
LOLI0DYILO LI LOYDYDIINDLO0DDODLINDOD
YIO0LOLODEDSONnININYINIIOLIDYIOLODYIOYD

2 H

BE0 LADNW

LIxiu

souanbas PIoE OUILIY/ARII0MONN

uoioaies 10} pasn AsRigy

uaBnuy

Apoguuy




- Ly QI beg] YYYDIALTIOIODDIAMYHISAO
MBYORAADEUASYIOE IVISYSIDINSDSIYAIAOSBYH
NN T T AV IO TODAMAAMRID I NSNSDSDS T LAN0D
AYDEVSddBLIALSSODODADDDOSDODDSSAIALLODD
MATAVORADUDDND EADETEVO AR AV IIAS WIS NTIERAAL
SLALMIHRIANAOINOE ABAUDSHATIADMMEIODOAV0
HAMHWNHEASAIADEYOOSAZASYOIMIAIYDSUTIOARE

[9% QI DPsg] ¥DO0DODISIOOVILILDODTILIDYD
DAEDDLDDDODODLIONLDODLLIOINDBIOLDYIVYOLYD
HDITOLEIDLOLOYIDYIINDIOOOYDIYDDYOIIIDND
DLIDODIOYIIEITNDIDIILIDOTIILOOYODDIONOYY

DILODOEILILLEBOONALIIOIDDODYRLIDIDD VD
IVYIYYDOVLLLOLYOLODIIWEYIODODDOOYYROYID
DLOYYIDYOIVLODLOVIVIOODLITYIDOYDDIINIYY
DIDLATYOOYYODLILIDLLOLIIEDOYDLODOVOTIVDD
DIIODDODHISLRVIOTILOIDICIDDONILIEOLODIOLYL
DALODLYHR0DOLODODALIDOODLODEIDINONDILOD
SEOYOOLOOYILIDLILEIOYDLOOINIOVSDDOYII0D
SOLIVLOYDLLIYDDIVODIYILIDDIDOVODDLODIYY
LOLIYILVOOVYDOLYOVEYODDLOLIVLLYLLLOOODOOY
DNOSRDIDIOVRLIODINOVEDIDDYODINOYITLOYOY
DEVOINILLOIYOVDDDYIOYDLYOIYILDYDTOVODORD
SLLOYYDYOYILIOVLLDVVIOVOYIODLOVNIYYIIOOYD
SIVDIDVOERIVDOIDYRLLIODOYYIYODIDOIS0DWD
WOODLODALITOLILYOOLDOVIDYOLIYOYONIVED
LoINODONOOOLIOLLLDVONDLOVIIOODODOLOSOYY
DYYDLOOYD2O0ODDLILOTIDILDIODYODLODYDOYD

g U

$jed 30N

AR

asuanbas Pow CUIIY/SRIIOSIaNN

uoRoaes 10} pasn Aseigy

usbnuy

Apotuy




{6T 4 LBG] YYVEAIAAMLD
Gﬂh@%mﬁm%m@@&%kﬂﬁ&ﬂﬁ&@ﬂmmHﬁawmQmemmmmm
VSAAASUILSYAS T T HAVEDI YOO AMNTUS S LS0S D
LILANDDASYSTYSdSOIRDIASDOONSHODDSHONNSE
ALLHILHUORIAEVIANLOYYDAZAYLAEV Y ISNATIATL
MASNEYS ILIAFDNASIYALLSODSHS IVSAMETONOIYD
UAMSWY Z S B4 TADSYYOSTRISODA0OATONDSDATTOADH

(g1 az

beg] ¥HOODDODDLODYYEDLYIVIOLOVIYIOD0D
HYDRODILLLOYIVIODDIYDOYOYLIBVOYIVYDIOL
DILIOVLIOVEDOLIIOUSYYDIODYYODIOLDYDOVILY
DOYOLILSYILLIYSYOYODDIILIOOLOYDONIOYOLL
DSV LYODIOOYOIOVYYIYLIIOYOOI YOOLIOLOL
DIMDLODLOYTY LD IODOYYYOOOYIOYOYYYIOYILYL
OOLLEYYLLITOOOVLOVIOYOOYDYOIOYYOODDO0DL
LY LYY DYOYIDONDOTIOLILYIOIIIOLIOND
DOLLIDLIIOYDODYDIYOYIDIYIYROIIYDOIDOLOD
DEBLOITDDLODYDDNOSYILIODODOVODIODYILLIL
DLOOOYDLOSLYYIYDDEVYIODOODIIL Y IVDLILLIS
IODDIOYOYYOYVYOVOYDIOLOLOYIIVIOLDIOODOY
OYOOYDDIOYOYDLDOYINYDIVYEDOIOINIVINDIY
OYYOY YOO LLYYRYOVOYOILIIVIOYDLIODIDODOYY
DLOIDLOYDYIODYIOYIYOYISYIOOLOOLOVIONIOY
LIYIOOYIIDIODDISYDOLOOONDYYDDOYOILIDOYD
DOORLODSLISYDIYIOOINIOSYOOVLLION EILIVED
LOLOOOEISISLIDLILITESLIDOIDDORNDOLINOYD
CIOOLLIDOYDODDDIOIOYOOLDDIIDYDLIODTIOUD

g

e 2401

Lpxi

aouanbos PIOE OUIIY/APIOS|oNK

UOIOBIaE 10} pasn Aeigry

vabiuy

Apoyguy




{69 dI P8g] YWISIALIOLDIDAARILOSS
LASHIZAATACENDIDS IIISYANDEESOSJUNS IDEdY
ASOHATTIASVIDIHOOAMSAINASDAGNSIDIIS ILIS
004 8DSASYABLTYSDSDDODSDODOSDDDDEBALATILIE
ODMACIALTADASAVISQIVOA LAV LAAL T ISNHNOTALL
NASNTES ILASOAASOVARLIONSVS IS AMTIONDAVD
YAMSWYAS SALLDS YIS THISODADA INDDSHATOANE

[8% AI bBas] YOOIIEOIOLODVLILIODIYILS
BYI0OYDOOLIYYODILLIIEIMLIIDIONYDDOLOVODY
DOYEVLYOLBINDDIOVLINIIYDLODDYDOODYDLOC
DYIOLODODLILILLINTDLONNLISOD I IEODDILIL
DYYOILIDDIDLILIIDO LMY LILLIYDOOYOLIOIDOT
OYYLOYODOOYOIVLELYDRILOOLOYIEO OOO0DVIVODL
YoOS¥ SOOI LODI20LILDLLOOYYLYLIOYDIL
LLOLYOLIYOVINYORLIVIDIDDLOLYOOYOIYET
OYEOYODIODLIIO9DLILDIOODIIDDLIOOEILIYOL
IOBIGLOYINIINLRONRLDEODLLILIDDIDOVIDIDE

YOLLODDOOYEDLOOYIIOIIOLONDYIIOOLINIYIND

OYIDEDDOLONIINDLLESIDIYEDLIOY LIDDLYLODY
OELYODLODDOVIVOYDYDODLOLOYLINIDISLO0D0Y
DYDOYHLOVYDYDLOODYOYYRIVYVOLLOLCIDIIODIY
SRV DOLLYYDYOYDYOILILTIDEOLIODIODDDVY
DILODOLLYOYIDIVIDYIYOVOOY QD IODIOVIODLOY
LIYIODYOLOIDDRINYODIODDDONEODOYOILIODOND
LDE3JLODDLIDYOLYIDDINLLOVOOVILIOOVOLIVDD
LOLIDDEODLLLIOIIIOVONDIIOOLODDDDOLIDON:
NS SN PR 4474033 D INFONTIL LI IRED DN ML OL M NES DN ED IAE

i

B8 L4051

gExnu

gousnbes PO OWIMIY/APHBOBIBNN

UDBIRRS 40} PISH AlBIGH}

yabiuy

Apogiuy

/U0



{15 ar Beg] wwiDiIALIDISILAAIOTISSd
A800EAOVIAGOATIDL IVISYSIYSISDSIYIAASSII0
CGNNAITTIAIDG IDDAMNAINIDINGSSSDSOVILARDD
dILEsYSdaDLIASDEODNOSDODDSDEDRS BALALIODD
MAGAVANAYEOONDADEQUYO R A I LONSWISNTANAAL
SIS IEEIHIANAOINDSAS THOSNAQ I ADRMIIO0DAYD
EANHIHZEIALEOSVODSAUASYIODIANYDSHATOARHA

(0§ Q1 D9S] ¥YODIODOIDIOOVLILIODIEIIIOND
DVVODBIOYEODILLILDIVILOOLDDDIO0DYIDYOD
I¥IODIDYIRDLIVLIVIIVALOODEDINOOVDLIODYD
LELIDDDILIOYILNIODOLIDILIDONOLOICOODLIIOYY
HALIDDELEINODOYDLOOD LORDDNILINODEIOYD
LYRLYNLYVIVIOLYOLODIIYYTOODD0000YOIYI0
2LEDVOONOOVLH2 LoV IO LOVIYY LIVYROOLVOYY
POLODYODYVEDLOLIOLIOROINOON O LODONEDY DO
DTOOOYDDDLOLOODYILOD0OIIBYO0IVOLIDIOLOL
DYODOINDOODDLEDODDLIIODDLIODYODIDOYILIO0
SDOYDDLDOYILIDLILDIOYOLDRINIIVRODIVIOND
POLOVIODLLIVODIVDDINLLLODILOOYODDLODIYY
LDLININDOVDOIIDYOVDODIDLO VLIV LLLYIOOYOY
DYDDYOLDLYDYDLODOYOYYDLIDYDOLYOYLIDIOVIY
DENDOVOOIOVNDDONOORINOOYOLONDVONODYD
DLIDYYDYOYDISY LISV LYVOVLDDLOVIYYOI20YD
DLYDLOVODDLYODIOVDLIODDRVYOVOOLODO00DYD
YOODIDODLOYONLY LYOOVLODYOOYILIYOYIVIYOD
LOLYIDOYI00LIDLLIDYONDLON O LOO000DLI00VY
EYYOLSINOLIBOODLOLOYEOLONLIDVORLOOYODYS

ginxu

BHes LA0W

GTRRL

PORBNDEE PINE DUILIYSRIODNN

uoIRes 10} PeEn AR

uabuuy

Apaunuy




{12 I Pag8] YIVDIIQANLDODAIMIIEAX
CUDAEAVACHYD IS S I LI SRS AUUIADSHELE
YME T TINIA0DIR00 I M IANANNS SITABDSSHONILY
HISISAVISAISOIHAAGSDDOOSDDOOSDOODSSATAN
LO0OMICAYASTIAND SS IO A RAAVIEI W ITONHD IAIL
MASNOES T LIYONASUYALANSDHUA S IAYAMTTONOAYD
YAMHWAZNS IS SDSYYDSTHISYDA0AADDDBDTIDATS

{02 aI Bsg] YOODOS0DDLODYYYDLYIVODLYO
WHYIOYDDOYNOODO2LIDOYODIDIDIIVOOVIVLIIYE
YYOOYOLOLOVLIYLLLOVOODLODLYOYYDIODOEDLI
SENODYOLYIOYD LI LD LLLYDYOVDYDLIIDDDODY
PEDIBN I LLYDOOYDIO00LD0DDODLVEDEDIOINILIL
VOOOBLIYLLIYOLOOLODVELOOLODDYIMDDYOOYYY
DYOOYIDYIDDLIIOYLLIYIOVYDYVLEYOYYOILIODY
DELYLLLISIOVDYIDOYSDLOYDODILOYYRILYOOIONDS
SOYOYDO0DDLIDILDLDIOVDIONMLIVOYOILILOYD
YOYOLYOIDLIOIYDOOILEDODOODLODDOOLILIDOLDD
YOORDHVOLLODIOOYDDIODYILLOLIIODOVOIODIY
YOVODDVYOODDOOLOLYINDLLLIDDIYOLLIOLOLIO
HHLODLSOOEOY LOTESESODIOLONLINISIOLODDIY
GEOOYBLOOTONDLIODDYIYDLYYYDIDINIVIODDY
YOV YODLLTEONOEONDOLILEODN D LIND oDy
DLOIDLIYOYDDOVLOYIYNYIVYODVYDDIYOIYIYOL

YL LLOVODOIDODLOYDOLIBOROYNDDYIOLO0ON:
DOIDIOOOLITIDIN LIDIVLOVELOVOLLOOWILINDS
LALIOONIDIDLIDIOLIVOYOLIIOLODYDODDLIDOND
DLADILODOYOSDRSLIIOYOOLLOLODYDDIODVIOYD

gixi

380 L4DW

gEXILY

aousnbos PIoE OUILIV/ARII08 NN

UD[RORAS 10} pasn At

usbiuy

Apoguuy




IIANSAs000 LAIVACEAYIS S LI IIAQIDSDSDE34uSd

ADSUVISSYVA T DIdNDINODANTIMES TOOSYUOLIL
ANODASYS TS SASOLHAAGSDOODSDDDDIDNODESALA
LIOUDM ICAVNDIATACY YD ARAIAOVATISNIT I TIN
ASHOUE LAY ASAYANIIHDSOS IABANETIONDIYDY
AMSWYALSALADSYYISTHISOHOIDATODOSEITOADER

{25 4 bag] wvwo
DODONRLD VYYD LYY IOSIODYYINVOODYODRO0LL
LOYOLODOOOOYISYIVLIOVDYO YYD IDLOLYIYLLOY
¥OOLILIFOVYDIIDYYODIDIOEIDEDIVIDVILILIE
DL LIYOOYEDOLIIYDRIOVIODIOYDLIODYYILYOD
SIODDOLOTYYODIIIOYIOLYOOLODOYLDLIYDIOOLD
DVY L0 YEOOYD Y VEYOYY ILYLODIDOOYLL
ODIODEIOYILIYIODOYOIOVOIDDSOISLIOYILYDOY
DIBYOYOYSYODYIOIIIYIOLILOLIYIIIDINDOLIL
BYDIDYOLIYDIOIIOIYOSDIYODIODIONODOLILIND
IOSYDO0DOYILISOLDOUDOLDOVILODIIIDIDYILD
SOYONYDDOYYIIODODIOIVIVOLLLLODLIVYOVIVLID
DIDVLIOIDINOVOVODDLOLOVLIVIOLDIDODIVIVD
DYDDOSYOVSLIDOYITYOIYYYOOIOLYINIOYOWIYY
VYOI LY EOYOYSYDILYIYOOVRLO0DIDD0OVYDLD
DYDY YYDV IV LOOLOVIOOIOVILY
LIDYOLIIDODIOYDOLODSOOYYDDOYIDIDDOYIODD
SIOORLIOYOINOIOLYLIOVIOVLLIOIYOLINDOLIL
SDDEDOLOIDIEDLIYSYOLIDDLODDSDOIIIDVOYLD
DLIDSOYDDNDDIDLOVODYODIDDVIDIODYIDYDOLY

2EEAL0S

ShaD 2400

4 /964

soyenhos PIoL CURUYSPIOIONN

yO0ves of pesn Amagry

usbnuy

Apoanuy

San e ans crs

73



[$T aI be3] YWVEAIEANIOND |
AL 1a¥SASTOII2IVARAUIS S LI ILAALOSDSDedds |
AADSTISSYIATTAIVIDINDDAMYIMYS IDUSIDLT |
LANODASYSISSA80IHAAISODDDSDODRSODDDESAL |
ALLODOM TGV IATTAUEYD A A AV LGV ISNIDTIALL |
MASNOES TIAYSAASOVANLIROSDS TASAMATONDAYD |
HANSHYRLSALADS VYIS THISODIONTODOSEUI0ADE |

{31 ay begl

YDBODSONOLOOVEYDIVIVODIDDYYIDYIOOYDOI00 |
DIIEEDIODRONDTIOVIYLLOYDYIYYDIOIOIYIYE |
LOVYDDLILIYOYVDLOOYEODLIIOYIOYOINIOWIID |
LOYDLIIVOYOUDODIOIYDOLOYODDIOVOLIODYEDL |
¥oIDLODORIOYYEISIIIONIIIYISLIDIYIOLIYDLD |
DIODYLIDOOOVDDOYODYYYDYIYYDIYIONIONG |
WILOOLODYIOYL LY LODOYOLOYOODDOIIOLIOYILY |
DOYDLOVDYOYEYOOVIOLIIYIOLIIOLIYOLIDINDGD |
IDLOYODOYDIYOLOLIDIYDODINDODODIODIODIIL |
DOBIOBVODIDOYILIODLODYEDIODYDIIDIDIOIY |
DLDOOYDIVODOTYDIDDODIDIYIVDILIIIDIVYOYD |
VIIDIOVIIDIDINDVOYOIDLOLIYLIVIDIDIONOOV |
DYROYOIDOYOVSIIDONDVEILYYYOBIOLYINIOVOY |
DYYDREIDLLTVOYRYEYODINIYIDUD ID0DI0DOINY |
SLODDLOYODDODTLINVYIVEOYINDIODIOVIODIOY |
LIYIIOYIIOIO00IOYODLIIDOODYYDDOYIDIONOYD |
DOODLODHLIOYDIYDIDINLIOVIDYILIOOVILIVOD |
LOIODOYIDIOIDOIIIOYONALIOIIDODDDOLI0DYD |
VIDOLINDORODDODIOLOYOOIIDIIOYIDIODYDDED |

oBGAADE

ge2 LAD

11 /868

pouenbss PIOB CUILIY/ADIIOBIONN

UDI0B}a% 10} pasn Asesgr

uabuy

Apognuy

74



Tabela 6. Valores cinéticos de anticorpos de cadeia ftnica
parentais ou de afinidade maturada. O anticorpo anti-CEA
parental CB37 nd3o é estavel na forma soluvel. Os
anticorpos de <cadeia udnica maturados tém afinidade
nanomolar. K., = constante de associagdo, K4 = constante de
dissociagdo, KD = K./K4, SE = erro padrdo. Os dados estao
expressos em Molar.

scFv k. (+/-SE) ka (+/-SE) Kp

MB5 2.13E+04 (2.45E+02) 8.55E-03 (6.25E-0D5) 4.01E-07
MB5/C'1 1.53E+05 (4.15E+02) 1.45E-03 (1.29E-05) 9.46E-09
MB5/C'3 7.11E+04 (4.33E+02) 1.64E-03 (2.46E-05) 2.31E-08
CB37 - - -

CB37/3B 1.27E+05 (9.79E+02) 1.42E-04 (3.23E-05) 3.66E-09
CB37/9C 1.00E+05 (5.75E+02) 4.65E-04 (2.54E-05) 1.42E-09

Este estudo com Biacore fornece medidas quantitativas do de
ligacdo antigeno scFv e cinéticas de dissociacdo. O Quadro
6 mostra os valores cinéticos do scFvs parentais e de
afinidade maturados. Os anticorpos antiMUC1 MB5/C'l e
MB5/C'3 maturados tém mais de 42 vezes e 17 vezes maior
afinidade ao antigeno, em comparacao com MBb5,
respectivamente. Os anticorpos anti-CEA maturados CB37/3B
e CB37/9C tém afinidade nanomolar. Além disso, o0s
anticorpos maturados sdo mais estédveis que o CB37 original,
que ndo é reactivo na forma soluvel. Estes resultados
indicam que o vector pKM19 é uma ferramenta adequada para a
maturacdo dos anticorpos scFv.
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REIVINDICAGOES

Vector adequado para a seleccdo eficiente e/ou maturacédo

de um anticorpo recombinante, pertencente ao grupo de:

scFv, fragmentos activos de Abs, sequéncias humanizada

de Abs, sendo o dito vector caracterizado por

i) conter pelo menos um elemento capaz de reduzir o
nivel de expressadao de anticorpos recombinantes
pertencentes ao grupo de: a) um cdéddon de parada
suprimido dentro tanto do peptideo lider ou da
sequéncia de codificacao de anticorpos; b) um
promotor de baixa eficiéncia conduzindo a
transcricao da referida sequéncia de codificacao de
anticorpos; e

ii) ter uma melhor eficiéncia de exibigao dos referidos
anticorpos recombinantes por meio de: a) fusdao da
sequéncia de codificagao do anticorpo recombinante
para uma sequéncia de codificagao para a parte
carboxi-terminal da proteina pIII; e b)utilizacao
como peptideo 1lider do anticorpo recombinante o
peptideo lider da fosfatase alcalina de E. coli; e
c) eliminagdo de gqualquer c¢dédon éambar entre a
sequéncia de codificagao do anticorpo recombinante
e a sequéncia de codificacgao pIII, em gue o nivel
de expressao do anticorpo recombinante pode ser
reduzido por um inibidor do promotor da transcrigao

da dita sequéncia de codificacao do anticorpo.

Vector de acordo com a reivindicacdo 1 em gue o vector é
um plasmideo, um fasmideo ou um bacteridfago.

Vector fasmideo de acordo com a reivindicagao 2 tendo a
sequéncia de nucleotideos da SEQ ID NO: 1.

Biblioteca de demonstracao de anticorpos bacteridéfagos
gue consiste no vector de acordo com as reivindicagdes 1
a 3 e cADNs, ou sequéncias de anticorpos sintéticos ou
semi-sintéticos, mesmo mutados para a maturacao de
afinidade dos anticorpos clonados no dito vector.



10.

Biblioteca de acordo com a reivindicagao 4 em gue o0s
cADNs sao derivados de células produtoras de anticorpos.

Biblioteca de acordo com a reivindicagao 5 em que os
anticorpos produtores de células sao0 linfécitos
infiltrantes de tumor (TILs) ou linfécitos do sangue
periférico (PBLs).

Biblioteca de acordo com a reivindicagao 6 em O
anticorpo produtor de células é isolado a partir de um
tumor que afecta um sujeito.

Biblioteca de acordo com a reivindicagcao 7 em que o
sujeito afectado pelo tumor é um sujeito afectado por
cancro da mama.

Célula hospedeira transformada com o vector de acordo
com as reivindicagdes 1 a 3.

Método para melhorar a selecgdoc e/ou a maturacgdao de um
anticorpo recombinante compreendendo a etapa de clonagem
e expressao de cADNs, ou sequéncias de anticorpos
sintéticos ou semi-sintéticos, mesmo mutados para a
maturagao de afinidade de anticorpos para o vector de
acordo com as reivindicagdes 1 a 3.



RESUMO

VECTOR PARA A SELECQAO EFICIENTE E/OU MATURAQAO DE UM
ANTICORPO E SUA UTILIZAQAO

E descrito um método para melhorar a capacidade de seleccdo
de um anticorpo numa biblioteca de demonstracao de
bacteridéfagos, em que as ditas melhorias =sao obtidas
através da redugao dos niveis de expressao dos anticorpos
produzidos na dita biblioteca.
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